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NOTIFICATION DE L ENREGISTREMENT 
D'UN CHANGEMENT 

(regie 92bis.l et 
instruction administrative 422 du PCT) 


Destinataire: 

DOMANGE, Maxime 
Cabinet Beau de Lomenie 
232, avenue du Prado 
F-13295 Marseille cedex 8 
FRANCE 


Date d'exp^ition (jour/mois/ann6e) 
01 octobre 2001 (01.10.01) 


R6f6rence du dossier du dSposant ou du mandataire 
H 52437 C2/MD 


NOTIFICATION IMPORTANTE 


Demande intemationale no 
PCT/FROO/00754 


Date du d6pdt international (jour/mois/ann6e) 
24 mars 2000 (24.03.00) 


1. Les renseignements suivants 6taient enregistres en ce qui concerne: 

X led§posant X Tinventeur [~] le mandataire Q le reprise ntant com mun 


Nom et adresse 

LA SCOLLA, Bernard 
Chemin de Saint Marc 
5, Lotissement N6grel 
F-13790 Rousset 
FRANCE 


Nationality (nom de I'Etat) | Domicile (nom de i btat) 
FR 1 FR 


no de telephone 


no det6l6copieur 


no det6l6imprimeur 


2. Le Bureau international notifie au deposant que le changement indique ci-apr^ss a 6te enregistr^ en cequi concerne. 
n lapersonne X le nom Qradresse □ la nationality □ledom.c.le 


Nom et adresse 

LA SCOLA, Bernard 
Chennin de Saint Marc 
5, Lotissennent Negrel 
F-13790 Rousset 
FRANCE 


Nationalit6 (nom de I'Etat) Domicile (nom de 1 htatj 
FR 1 FR 


no de telephone 


no detel6copieur 


no de tel6imprlmeur 


3. Observations complementaires, le cas echeant: 
Correction du nom. 


4. Une copie de cette notification a ete envoyee: 
[X\ a roffice recepteur □ aux offices designes concernes 
I 1 a I'administrationchargeede la recherche intemationale [x] aux offices elus concernes 
a radministrationchargeedel'examenpreliminaire international autre destinataire: 


Bureau international de I'OMPI 
34, chemin des Colombettes 
1211 Gendve 20, Suisse 

no de telecopieur (41-22) 740.14.35 


Fonctionnaire autorise: 

Ellen MOYSE 

no de telephone (41-22) 338.83.38 



Formulaire PCT/IB/306 (mars 1994) 



I^aiifceivin^ Office use onl 



PC 

REQUEST 



The undersigned requests that the present 
international application be processed 
according to the Patent Cooperation Treaty. 



International Application No. 



International Filing Date 



Name of receiving Office and "PCT International Application" 



Applicant's or agent's file reference 

(if desired) (J 2 characters maximum) H52437 C2/MD 



Box No. I TITLE OF INVENTION 

DIAGNOSIS OF WHIPPLE'S DISEASE 



Box No. II APPLICANT 



□ 



This person is also inventor 



Name and address: (Family name followed by given name; for a legal entity, full official designation. 
The address must include postal code and name of country. The country of the address indicated in this 
Box is the applicant 's State (that is, country) of residence if no State of residence is indicated below.) 
UNIVERSITE DE LA MEDITERRANEE (Aix-Marseille II) 
Jardin du Pharo 



Telephone No. 



Facsimile No. 



58 Boulevard Charles Livon 
13284 MARSEILLE cedex 07 

FRANCE 


Teleprinter No. 


Applicant's registration No. with the Office 


State (that is, country) of nationality: 

FRANCE 


State (that is, country) of residence: 

FRANCE 


This person is applicant | 1 all designated 

for the purposes of: 1 1 States 


^;--7 all designated States except the i the United States i 1 the States indicated in the 

y\ United States of America | | of America only | | Supplemental Box 


Box No. Ill FURTHER APPLICANT(S) AND/OR (FURTHER) INVENTOR(S) 



Name and address: (Family name followed by given name; for a legal entity, full official designation. 
The address must include postal code and name of country. The country of the address indicated in this 
Box is the applicant's State (that is, country) of residence if no State of residence is indicated below.) 



This person is: 

□ 

applicant only 



RAOULT Didier 
1 6 rue de Lorraine 
13008 MARSEILLE 
FRANCE 


CXj applicant and inventor 

1 1 inventor only (If this check-box is 
marked, do not fill in below,) 

Applicant's registration No. with the Office 


State (that is, country) of nationality: 

FRANCE 


State (that is, country) of residence: 

FRANCE 


Tnis person is applicant for 
the purposes of 


1 all designated i 1 all designated States except k— 7 

1 States 1 1 the United States of America /\ 


the United States 1 1 the States indicated in the 

of America only | | Supplemental Box 


/K^ Further applicants and/or ffurther) inventors are indicated on a continuation <ih^^x 


Box No. IV AGENT OR COMMON REPRESENTATIVE; OR ADDRESS FOR CORRESPONDENCE 


The person identified below is hereby/has been appointed to act on behalf of the 
applicant(s) before the competent International Authorities as: 


X 


agent | | common representative 



Name and address: 



(Family name followed by given name; for a legal entity, fill official 
designation. The address must include postal code and name of country.) 

DOMANGE Maxime 

C/O CABINET BEAU DE LOMENIE 

232 Avenue du Prado 

13295 MARSEILLE cedex 8 

FRANCE 



Telephone No. 

33.4.91.76.55.30 



Facsimile No. 

33.4.91.77.97.09 



Teleprinter No. 



Agent's registration No. with the Office 



I Address for correspondence: Mark this check-box where no agent or common representative is/has been appointed and the space above is used 
' — -J instead to indicate a special address to which correspondence should be sent. 
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Sheet No. 2 



Continuation of Box No. Ill ^■TRTHER APPLICANT(S) AND/OR (FUR 

If none of the following sub-boxes is used, this sheet should not be included in the request. 



) INVENTOR{S) 



Name and address: (Family name followed by given name; for a legal entity, full official designation. 
The address must include postal code and name of country. The country of the address indicated in this 
Box is the applicant 's State (that is. country) of residence if no State of residence is indicated below.) 

LA SCOLLA Bernard 
Chemin de Saint Marc 
5 Lotissement Negrel 
13790 ROUSSET 

FRANCE 



This person is: 

I I applicant only 

appHcant and inventor 



inventor only (If this check-box is 
marked, do not fill in below.) 



□ 



Applicant's registration No. with the Office 



State (that is, country) of nationality: 

FRANCE 


State (that is, country) of res 


idence: 

FRANCE 


This person is applicant for 
the purposes of 




all designated i 1 all designated States except 

States 1 1 the United States of America 


X 


the Ui 
of An 


lited States i 1 the States indicated in the 

lerica only | | Supplemental Box 



Name and address: (Family name followed by given name, for a legal entity, full official designation. 
The address must include postal code and name of country. The country of the address indicated in this 
Box is the applicant's State (that is, country) of residence if no State of residence is indicated below.) 

BIRG Marie-Laure 
La Grangette 
Chemin des Oliviers 
Les Amauds 
13400 MARSEILLE 



This person is: 

□ 

applicant only 

[X] applicant and inventor 

inventor only {If this check-box is 
marked, do not fill in below.) 



Applicant's registration No. with the Office 



State (that is, country) of nationality: 



FRANCE 



This person is applicant for 
the purposes of 



State (that is, country) of residence: 



FRANCE 



□ 



all designated 
States 



□ 



all designated States except 
the United States of America 



^r-Ti the United States i 1 

Xxl of America only | | 



the States indicated in the 
Supplemental Box 



Name and address: (Family name followed by given name; for a legal entity, full official designation. 
The address must include postal code and name of country. The country of the address indicated in this 
Box is the applicant's State (that is, country) of residence if no State of residence is indicated below.) 

FENOLLAR Florence 
Le Magellan 
352 Avenue du Prado 
13008 MARSEILLE 

FRANCE 



This person is: 

□ 

applicant only 
applicant and inventor 



inventor only (If this check-box is 
marked, do not fill in below.) 



□ 



Applicant's registration No. with the Office 



State (that is, country) of nationality: 



FRANCE 



State (that is, country) of residence: 



FRANCE 



This person is applicant for i 1 all designated i 1 all designa 

the purposes of | States | | the United 


ted States except r— 71 the United States 1 1 the States indicated in the 

States of America L/\ of America only | Supplemental Box 


Name and address: (Family name followed by given name; for a legal entity, full official designation. 
The address must include postal code and name of country. The country of the address indicated in this 
Box is the applicant 's State (that is, country) of residence if no State of residence is indicated below.) 


This person is: 

1 1 applicant only 

1 1 applicant and inventor 

1 1 inventor only (If this check-box is 
marked, do not fill in below.) 


Applicant's registration No. with the OflTice 


State (that is, country) of nationality: 


State (that is, country) of residence: 


Tills person IS applicant for i all designated i 1 all designated States except i 1 the United States i 1 the States indicated in the 

the purposes of | States | | the United States of America | | of America only | | Supplemental Box 


1 Further applicants and/or (further) inventors are indicated on another continuation sheet. 
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^ Sheet No. 3 

Box No. V DESIGNATION OF STATES Mark the applicable check-boxes below; at least one must be marked. 



The following designations are hereby made under Rule 4.9(a): (Double-click here if you want all the boxes below checked.) 
Regional Patent 

^ AP ARIPO Patent: GH Ghana, GM Gambia, KE Kenya, LS Lesotho, MW Malawi, MZ Mozambique, SD Sudan, 
SL Sierra Leone, SZ Swaziland, TZ United Republic of Tanzania, UG Uganda, ZW Zimbabwe, and any other State 
which is a Contracting State of the Harare Protocol and of the PCT 

^ EA Eurasian Patent: AM Armenia, AZ Azerbaijan, BY Belarus, KG Kyrgyzstan, KZ Kazakhstan, MD Republic of 
Moldova, RU Russian Federation, TJ Tajikistan, TM Turkmenistan, and any other State which is a Contracting State 
of the Eurasian Patent Convention and of the PCT 

^ EP European Patent: AT Austria, BE Belgium, CH & LI Switzerland and Liechtenstein, CY Cyprus, DE Germany, 
DK Denmark, ES Spain, FI Finland, FR France, GB United Kingdom, GR Greece, IE Ireland, IT Italy, 
LU Luxembourg, MC Monaco, NL Netherlands, PT Portugal, SE Sweden, TR Turkey, and any other State which is a 
Contracting State of the European Patent Convention and of the PCT 

^ OA OAPI Patent: BF Burkina Paso, BJ Benin, CF Central African Republic, CG Congo, CI Cote dTvoire, 
CM Cameroon, GA Gabon, GN Guinea, GW Guinea-Bissau, ML Mali, MR Mauritania, NE Niger, SN Senegal, 
TD Chad, TG Togo, and any other State which is a member State of OAPI and a Contracting State of the PCT (if other 
kind of protection or treatment desired, specify on dotted line) 




National Patent (if other kind of protection or treatment desired, specify on dotted line): 



[2Sl 


AE 


United Arab Emirates 


IE 


GE 


Georgia 


IXI MW 


Malawi 


I — 1 


AG 


Antigua and Barbuda 


Kl 


GH 


Ghana 


^ MX 


Mexico 




AL 


Albania 


IE 


GM 


irQtn Vm 51 
VjCllllUlCl 


1 1 M7 

1 1 lTl#j 


IV^/^'yam FM ni if 
IVlU^ulIlUiL^uC 




AM 


Armenia 




HR 


Croatia 




Norway 


M 


AT 


Austria 


IE 


HU 


H 1 1 n era rv 


^ NZ 


7palanH 




AU 


Australia 


Kl 


ID 


Indonesia 


IE PL 


Poland 




AZ 


Azerbaijan 


IL 


Israel 


IE PT 


Portugal 


13 


BA 


Bosnia and Herzegovina 




IN 


India 


IE RO 


Romania 








El 


IS 


Iceland 


IE RU 


Russian Federation 


IE 


BB 


Barbados 




JP 


Japan 








BG 


Bulgaria 


E 


KE 


Kenya 


IE SD 


Sudan 




BR 


Brazil 


KG 


Kyrgyzstan 


^ SE 


Sweden 




BY 


Belarus 


IE 


KP 


Democratic People's 


IE SG 


Singapore 


□ 


BZ 


Belize 






Republic of Korea 


IE SI 


Slovenia 


CA 


Canada 


IE 


KR 


Republic of Korea 


IE SK 


Slovakia 




CH & LI Switzerland and Liechtenstein 


IE 


KZ 


Kazakhstan 


IE SL 


Sierra Leone 




CN 


China 


E 


LC 


Saint Lucia 


IE TJ 


Tajikistan 


□ 


CO 


Colombia 


E 


LK 


Sri Lanka 


IE TM 


Turkmenistan 




CR 


Costa Rica 


E 


LR 


Liberia 


IE TR 


Turkey 




CU 


Cuba 


Kl 


LS 


Lesotho 


IE TT 


Trinidad and Tobago 


IE 


CZ 


Czech Republic 


IE 


LT 


Lithuania 






IE 


DE 


Germany 


IE 


LU 


Luxembourg 


IE TZ 


United Republic of Tanzania 


IE 


DK 


Denmark 


IE 


LV 


Latvia 


IE UA 


Ukraine 




DM 


Dominica 


IE 


MA 


Morocco 


IE UG 


Uganda 


□ 


DZ 


Algeria 


IE 


MD 


Republic of Moldova 


IE US 


United States of America .. 


IE 


EE 


Estonia 












IE 


ES 


Spain 


IE MG 


Madagascar 


IE uz 


Uzbekistan 


IE 


FI 


Finland 


IE 


MK 


The former Yugoslav 


M VN 


Viet Nam 


IE 


GB 


United Kingdom 






Republic of Macedonia 


IE YU 


Yugoslavia 


IE 


GD 


Grenada 








^ ZA 


South Africa 








IE 


MN 


Mongolia 


IE ZW 


Zimbabwe 



Check-boxes reserved for designating States which have become party to the PCT after issuance of this sheet 

□ □ □.. 

□ □ □.. 



Precautionary Designation Statement: In addition to the designations made above, the applicant also makes under Rule 4.9(b) all 
other designations which would be permitted under the PCT except the designation(s) indicated in the Supplemental Box as being 
excluded from the scope of this statement. The applicant declares that those additional designations are subject to confirmation and 
that any designation which is not confirmed before the expiration of 1 5 months from the priority date is to be regarded as withdrawn 
by the applicant at the expiration of that time limit. (Confirmation (including fees) must reach the receiving Office within the 
IS-month time limit.) 
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Sheet No. 4 



Box No. VI PRIORITY CLAI 



The priority of the following earlier application(s) is hereby claimed: 



Filing date 
of earlier application 
{day/month/year) 



item (1) 

21 May 1999 



item (2) 

26 March 1999 

item (3) 



Number 
of earlier application 



99/06679 



99/03989 



national application: 
country 



FRANCE 



FRANCE 



Where earlier application is: 



regional application:* 
regional Office 



international application: 
receiving Office 



item (4) 



item (5) 



□ 

Further priority claims are indicated in the Supplemental Box. 



The receiving Office is requested to prepare and transmit to the International Bureau a certified copy of the earlier application(s) 
{only if the earlier application was filed with the Office which for the purposes of this international application is the receiving 
Office) identified above as: 

□ all items CX] item DKI item I I item | | item | | item ^ other, see 

(1) (2) (3) (4) (5) Supplemental 

Box 

* Where the earlier application is an ARIPO application, indicate at least one country party to the Paris Convention for the Protection of 
Industrial Property or one Member of the World Trade Organization for which that earlier application was filed (Rule 4. 10(b)(ii)): 



Box No. VII INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY 



Choice of International Searching Authority (ISA) (if tyvo or more International Searching Authorities are competent to carry out the 
international search, indicate the Authority chosen; the two-letter code may be used) ' 

ISA / 

Request to use results of earlier search: reference to that search {if an earlier search has been carried out by or requested from the International 
Searching Authority): 

Date (day/month/year) Number Country {or regional Office) 

2 1 May 1 999 FA 572699 FRANCE 



Box No. VIII DECLARATIONS 



The following declarations are contained in Boxes Nos. VIII (i) to (v) (mark die applicable check-boxes below and indicate in Number of 

die right column the number of each type of declaration): declarations 

Box No. VIII (i) Declaration as to die identify of die inventor : 

□ BOX NO VIII (ii) Declaration as to the applicant's entidement, as at the international filing date, to apply for 

and be granted a patent : 

□ BOX NO. 

("0 Declaration as to Uie applicant's entitlement, as at die international fding date, to claim the 

priority of the earlier application ; 

□ Box No. VIII (iv) Declaration of inventorship (only for the purposes of die designation of die United States of 

America) : 

□ 

Box No. VIII (v) Declaration as to non-prejudicial disclosures or excepdons to lack of novelty: : 
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Box No. IX CHECK LIST; LANGUAGE OF FILING 



Sheet No. 5 



25 

4 

1 

4 



This international application contains: 

(a) the following number of sheets in 
paper form: 

request (including declaration sheets) 

4 

description (excluding sequence listing 
part) 

claims 

abstract 

drawings 

Sub-total number of sheets 

sequence listing part of 

description (actual number of 

sheets if filed in paper form, 

whether or not also filed in 

computer readable form; see 

(b) below) : 2 

Total number of sheets : 40 

(b) sequence listing part of description filed in 
computer readable form 

(i) □ only (under Section 
801(a)(i)) 

(ii) □ in addition to being 
filed in paper form 
(under Section 
80I(a)(ii)) 

Type and number of carriers (diskette, 
CD-ROM, CD-R or other) on which the 
sequence listing part is contained 
(additional copies to be indicated under 
item 9(ii), in right column): 



Figure of the drawings which 
should accompany the abstract: 



2. 


13 


3. 


□ 


4. 


□ 


5. 


□ 


6. 


□ 


7. 


□ 


8. 




9. 





10. □ oih^r (specify) _ 



Language of filing of the 

international application: 



FRANCE 



Box No. X SIGNATURE OF APPLICANT, 

Next to each signature, indicate the name of the person 
the request). 



This international application is accompanied by the following Number of 
item(s) (mark the applicable check-boxes below and indicate in items 
right column the number of each item): 



fee calculation sheet 

original separate power of attorney 

original general power of attorney 

copy of general power of attorney; reference number, 
if any: 

statement explaining lack of signature 

priority document(s) identified in Box No. VI as 
item(s): 

translation of international application into 

(language): 

separate indications concerning deposited 
microorganism or other biological material 

sequence listing in computer readable form (indicate 
also type and number of carriers (diskette, CD-ROM, 
CD-R or other )) 

(i) □ copy submitted for the purposes of international 

search under Rule \ 3tter only (and not as part of 
the international application) 

(ii) □ (only where check-box (b)(i) or (b)(ii) is marked 

in left column) additional copies including, where 
applicable, the copy for the purposes of 
international search under Rule \3ter 

(iii) □ together with relevant statement as to the identity 

of the copy or copies with the sequence listing 
part mentioned in left column 



AGENT OR COMMON REPRESENTATIVE 

signing and the capacity in which the person signs (if such capacity is not obvious from reading 



Maxima DOMANGE 



For receiving Office use on\y 



1 . Date of actual receipt of the purported 
international application: 



3. Corrected date of actual receipt due to later but 
timely received papers or drawings completing 
the purported international application: 



4. Date of timely receipt of the required 
corrections under PCT Article 1 1(2): 



5. International Searching Authority 

(if two or more are competent): ISA / 



I I Transmittal of search copy delayed 
I 1 until search fee is paid 



2. Drawings: 

□ 

received: 
not received: 



For International Bureau use only 



Date of receipt of the record copy 
by the International Bureau: 
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TRAITE C^OOPERATiON EN MATIERE DI^)EVETS 

PCT 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 
(article 18 et regies 43 et 44 du PCT) 



Reference du dossier du deposant ou 
du mandataire 

H52437 C2/MD 


POUR SUITE ^^'"^ notification de transmission du rapport de recherche Internationale 
(formulaire PCT/IS A/220) et, le cas echeant, ie point 5 ci-apres 

A DONNER 


Demande Internationale n° 

PCT/FR 00/00754 


Date du depot Internationalf/our/mo/s/annee^ 

24/03/2000 


(Date de prlorite (la plus anclenne) 
(jour/mois/annee) 

26/03/1999 


D^osant 

UNIVERSITE DE LA MEDITERRANEE (AIX-MARSEILLE II) 



Le present rapport de recherche Internationale, etabll par I'admlnistratlon chargee de la recherche Internationale, est transmis au 
deposant conformement a 1' article 18. Une cople en est transmise au Bureau International. 

Ce rapport de recherche internationale comprend 4 feullles. 

[X] II est aussi accompagne d'une cople de chaque document relatif a Tetat de la technique qui y est cite. 



Base du rapport 

a. En ce qui concerne la langue, la recherche Internationale a ete effectuee sur la base de la demande internationale dans la 
langue dans taquelle elle a ete deposee, sauf indication contraire donnee sous le meme point. 



□ 



la recherche Internationale a ete effectuee sur la base d'une traduction de la demande Internationale remise a I'adminlstratlon. 



2. 
3. 



b. En ce qui concerne les sequences de nucl^tldes ou d'acldes amines divulguees dans la demande internationale (le cas echeant) 
la recherche Internationale a ete effectuee sur la base du llstage des sequences : 
[X] contenu dans la demande Internationale, sous forme ecrrte. 

PC] deposee avec la demande internationale, sous forme dechlffrable par ordlnateur. 

I I remis utterleurement a I'admlnistration, sous forme ecrlte. 

I I remIs utterleurement a Tadmlnistratlon, sous forme dechlffrable par ordinateur. 

I I La declaration, selon laquelle le listage des sequences presente par ecrit et fourni utterieurement ne vas pas au-dela de la 
divulgation faite dans la demande telle que deposee, a ete fournle. 

I I La declaration, selon laquetle les Informations enreglstrees sous forme dechiffrable par ordlnateur sont identiques a celles 
du listage des sequences presente par ecrit, a ete fournle. 

I I II a estlm^ que certalnes revendlcatlons ne pouvalent pas faire Tobjet d*une recherche (voir te cadre I). 
I I II y a absence d'untt^ de rinvention (voir le cadre II). 



4. En ce qui concerne le tltre, 

I X I le texte est approuve tel qu'll a ete remIs par le deposant. 

I I Le te)cte a ete etabll par ('administration et a la teneur suivante: 



En ce qui concerne I'abr^g^, 

le texte est approuve tel qu'll a ete remIs par le deposant 

□ !e texte (reprodult dans le cadre III) a ete etabll par Tadministration conformement a la regie 38.2b). Le ddposant peut 
presenter des observations a Tadmlnlstration dans un ddlai d'un mois a compter de la date d'expedltion du present rapport 
de recherche internationale. 

La figure des desslns a publier avec I'abrege est la Figure n° 



I I suggeree par le deposant. Aucune des figures 

□ . ^ , , ri'^st ^ publier. 

parce que le deposant n a pas suggere de figure. 

I I parce que cette figure caracterise mieux rinvention. 



Formulaire PCT/ISA/210 (premiere feuille) Quillet 1998) 



RAPPORT DE R^HERCHE INTERNATIONALE 



lande Internationale No 

PCT/FR 00/00754 



A CLASSEMEMT DE L'OBJET DE LA DEMANDE , , /, _ 

CIB 7 C12N1/00 C12R1/01 C07K16/12 



Selon la classification intemationale des brevets (CIB) ou a la fois selon la classification nationale et la CIB 



B. DOMAINES SUR LESQUELS LA RECHERCHE A PORTE 



Documentation minimale consult6e (systeme de classification suivi des symboles de classement) 
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"Y" document particulierement pertinent; I'inven tion revendiquee 
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lorsque le document est associe a un ou plusieurs autres 
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no. des revendications visdes 


X 


SCHOEDON G. ET AL.: "Deactivation of 

macrophages with interleukin-4 is the key 

to the isolation of Tropheryma whippelii" 

JOURNAL OF INFECTIOUS DISEASES, 

vol. 176, no. 3, 1997, pages 672-677, 

XP002123743 

cite dans 1a demande 

abrege 


1,2 


X 


ZAAIOER H.L. ET AL.: "De ziekte van 

I.Ik -1 r\r^1 ^ " 

wm pp 1 e 

NEDERLANDS TIJDSCHRIFT VOOR GENEESKUNDE, 
vol. 143, no. 8, 

20 fevrier 1999 (1999-02-20), pages 

388-392, XP0G2123744 

abrege 


1 


x/ 


MULLER C. ET AL.: "Cultivation of T. 

Whippelii from peripheral blood 

mononuclear cells" 

GASTROENTEROLOGY, 

vol . 116, no. 4 part 2, 

- avril 1999 (1999-04) page A910 
XP002123745 
abrege 


1 


X,P 


RAOULT D. ET AL.: "Cultivation of the 

bacillus of Whipple's disease" 

THE NEW ENGLAND JOURNAL OF MEDICINE, 

vol. 342, no. 9, 2 mars 2000 (2000-03-02), 

pages 620-625, XP000913986 

cite dans la demande 

le document en entler 


1-26 


A,P 


KIM B-J ET AL.: "Identification of 
mycobacterial species by comparative 
sequence analysis of the RNA polymerase 
gene (rpoB)" 

JOURNAL OF CLINICAL MICROBIOLOGY, 

vol. 37, no. 6, juin 1999 (1999-06), pages 

1714-1720, XP000913990 


21-26 


A,P 


HINRIKSON H.P.: "Detection of three 
different types of 'Tropheryma Whippelii' 
directly from clinical specimens by 
sequencing single-strand conformation 
polymorphism (SSCP) analysis and type 
specific PCR of their 16S-23S rbosomal 
intergenic spacer region" 
INTERNATIONAL JOURNAL OF SYSTEMATIC 
BACTERIOLOGY, 

vol 49 octobre 1999 (1999-10) oaaes 
1701-1706, XP000914233 


21-26 
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Cat^gorle ° Identiricatlon des documents clt^ avec,le cas tetitent, I'lndlcatlondes passages pertinents 



no. des revendications visees 



MOLLET C. ET AL.: "rpoB sequence analysis 

as a novel basis for bacterial 

identification" 

MOLECULAR MICROBIOLOGY, 

vol. 26, no. 5, 1997, pages 1005-1011, 

XP000913977 

abrege 

alineas '0004 !-' 0006! 

figure 1 

VON HERBAY A. ET AL. : "DIAGNOSTIC 

APPLICATION OF A POLYMERASE CHAIN REACTION 

ASSAY FOR THE WHIPPLE'S DISEASE BACTERIUM 

TO INTESTINAL BIOPSIES" 

GASTROENTEROLOGY, 

vol. 110, 1996, pages 1735-1743, 

XP000913982 

le document en entier 



21-26 



21-26 
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Applicant's or agent's file reference 
H52437 C2/MD 


SeeNotificationofTransmittaloflntemational Prel iminary 
FOR FURTHER ACTION Examination Report (Form PCT/IPEA/4 1 6) 


International application No. 

PCT/FROO/00754 


International filing date {day/month/year) 
24 March 2000 (24.03.00) 


Priority date {day/month/year) 

26 March 1999 (26.03.99) 


International Patent Classification (IPC) or national classification and IPC 
C12N 1/00 


Applicant UNIVERSITE DE LA MEDITERRANEE (AIX-MARSEILLE II) 



This international preliminary examination report has been prepared by this International Preliminary Examining Authority 
and is transmitted to the applicant according to Article 36. 



This REPORT consists of a total of 



sheets, including this cover sheet. 



This report is also accompanied by ANNEXES, i.e., sheets of the description, claims and/or drawings which have been 
amended and are the basis for this report and/or sheets containing rectifications made before this Authority (see Rule 
70.16 and Section 607 of the Administrative Instructions under the PCT). 



These annexes consist of a total of _ 



sheets. 



RECEIVED 



AUG 1 1 2003 



3. This report contains indications relating to the following items: 
Basis of the report 

Priority TECH CENTER 1600/2900 

Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability 
Lack of unity of invention 

Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 

Certain documents cited 
Certain defects in the international application 
Certain observations on the international application 



I 


I2SJ 


II 


□ 


III 


□ 


IV 


n 


V 




VI 


□ 


VII 




VIII 


□ 



Date of submission of the demand 

18 September 2000 (18.09,00) 


Date of completion of this report 

16 July 2001 (16.07.2001) 


Name and mailing address of the IPEA/EP 
Facsimile No. 


Authorized officer 
Telephone No. 



Form PCTAPEA/409 (cover sheet) (July 1998) 



INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



International application No. 

PCT/FROO/00754 



Basis of the report 



1. With regard to the elements of the international application:* 
I I the international application as originally filed 
the description: 

1 7< , as originally filed 

pages * ^ 

, filed with the demand 



pages 



p^ggg , filed with the letter of 



^ the claims: 

pages 

pages ^ 

pages 

pages 1:24 , filed with the letter of 26 June 2001 (26.06.2001) 

^ the drawings: 



, as originally filed 

as amended (together with any statement under Article 1 9 

, filed with the demand 



pages 1/4-4/4 . as originally filed 



pages 



, filed with the demand 



pages , filed with the letter of 

I I the sequence listing part of the description: 

pages 



pages 



, as originally filed 

_ , filed with the demand 



pages , filed with the letter of 

2 With regard to the language, all the elements marked above were available or furnished to this Authority in the language in which 
the international application was filed, unless otherwise indicated under this item. 
These elements were available or furnished to this Authority in the following language 



1 nese eiemcnii wcic avaiiauii- iunn^ww^ * — j ^ w ^ 

I I the language of a translation furnished for the purposes of international search (under Rule 23.1 (b)). 
I I the language of publication of the international application (under Rule 48.3(b)). 

I I the language of the translation furnished for the purposes of international preliminary examination (under Rule 55.2 and/ 
or 55.3). 

With regard to any nucleotide and/or amino acid sequence disclosed in the international application, the international 
preliminary examination was carried out on the basis of the sequence listing: 



contained in the international application in written form. 
I I filed together with the international application in computer readable form 
I I furnished subsequently to this Authority in written form. 
I I furnished subsequently to this Authority in computer readable form. 

□ The statement that the subsequently furnished written sequence listing does not go beyond the disclosure in the 
international application as filed has been furnished. 

□ The statement that the information recorded in computer readable form is identical to the written sequence listing has 
been furnished. 

I I The amendments have resulted in the cancellation of: 

I I the description, pages 

I I the claims, Nos. 



I I the drawings, sheets/fig . 



I— I This report has been established as if (some of) the amendments had not been made, since they have been considered to go 
5. I — 1 beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)).** 

* Replacement sheets which have been furnished to the receiving Office in response to an invitation under Article 14 f^y^ff^''^^ \o 
in this report as ^ originally filed" and are not annexed to this report since they do not contain amendments (Rule 70.16 
and 70 J 7). 

**Any replacement sheet containing such amendments must be referred to under item J and annexed to this report. 
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international 


application No. 


INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 


PCT/FR 


00/00754 



V. Reasoned statement under Article,35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 



1 . Statement 

Novelty (N) 



Inventive step (IS) 



Industrial applicability (lA) 



2. Citations and explanations 

1. Reference is made to the following documents: 

Dl: SCHOEDON G. ET AL . , JOURNAL OF INFECTIOUS 
DISEASES, vol. 176, no. 3, 1997, pages 672-677 

D2 : DRANCOURT M., PRESSE MEDICALE, vol. 28, no. 8, 
27 February 1999, pages 435-439 

D3: Z7VAIJER H.L. ET AL . , NEDERLANDS TIJDSCHRIFT VOOR 
GENEESKUNDE, vol. 143, no. 8, 20 February 1999, 
pages 388-392 

D4 : VON HERBAY A. ET AL . , GASTROENTEROLOGY, vol. 
110, 1996, pages 1735-1743 

D5: MOLLET C. ET AL . , MOLECULAR MICROBIOLOGY, vol. 
26, no. 5, 1997, pages 1005-1011 

D6: RAOULT D. ET AL . , THE NEW ENGLAND JOURNAL OF 
MEDICINE, vol. 342, no. 9, 2 March 2000, pages 620- 
625 

D7: HINRIKSON H.P. ET AL . , INTERNATIONAL JOURNAL OF 
SYSTEMATIC BACTERIOLOGY, vol. 49, October 1999, 



Claims 1-15, 18-24 VES 

Claims 16, 17 NO 

Claims 1-15, 18-24 YES 

Claims 16, 17 NO 

Claims \-2A YES 

Claims NO 
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I International application No. 
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pages 1701-1706. 



2 . 



Industrial applicability (PCT Article 33(4) 



The content of Claims 1-24 is industrially 
applicable . 

3. Novelty (PCT Article 33(2)): 

3.1 Although it appears to describe a method of 

culturing Tropheryma whippelii, document Dl cannot 
be considered to anticipate the subject matter of 
Claim 1 of the present application. 

Indeed, the subsequent documents D7 (see page 1701, 
summary, 2"^ line; page 1705, 1'^ column, discussion) 
and D6 (see page 620, 2"" column, 2"^ paragraph) both 
indicate that, despite the work described in Dl, the 
T-whippelii bacterium is not available either in the 
form of a culture or of an isolate. 

The content of Claim 1 is therefore considered to be 
novel over the available prior art. Consequently, 
Claims 2-3 are also novel over the cited documents. 

None of the cited documents explicitly describes a 
T-whippelii antigen, a specific antibody against T. 
whippelii or a method for detecting an antibody 
against T. whippelii. 

Claims 4-15 therefore appear to be novel over the 
cited documents. 

3.2 Claims 16 and 17 are not novel. 
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The claims relate to a kit (i.e. a product) and 
cannot therefore refer back to Claims 13-15, that 
are directed to methods (PCT Guidelines, Section IV, 
Chapter III-3. 8) . 

It should furthermore be noted that any independent 
claim should clearly and unambiguously identify all 
the technical features required to carry out the 
invention (PCT Guidelines, Section IV, Chapter III- 
4.4). If the introductory part of Claim 16 was 
intended to indicate that the methods of Claims 13- 
15 could be carried out using the claimed kit, this 
should have been clearly specified in said claim 
(i.e. by identifying those components that the kit 
must necessarily contain) . 

In the present case, the use of the term "or" 
clearly indicates that the kit may contain each of 
the components mentioned on its own. 

Claim 16 therefore also concerns a kit that may 
contain exclusively "a solution containing one or 
more antibodies specific for a human immunoglobulin 
that recognises said bacterium as per Claims 1-3". 

Claim 17 specifies that said antibody is optionally 
labelled. 

Such a kit is therefore not novel, since labelled 
antibodies against human immunoglobulin (e.g. anti- 
human Ig rabbit, anti-human Ig mouse) have been 
commercially available for many years. 



Claims 16-17 are therefore not novel. 



International application No. 
PCT/FR 00/00754 



3.3 In the light of the documents cited in the search 

report, ,the nucleotide sequences SEQ ID n° 3, 4 and 
5 appear to be novel, as do the sequences specific 
for at least 12 nucleotide motifs included in said 
sequences . 

Claims 18-24 therefore meet the criterion of 
novelty . 

4. Inventive step ( PCT Article 33(3)): 

Since the T. whippelii bacterium was not available 
in an isolated and reproducible form, an inventive 
step can be recognised for Claims 1-15 and 18-24. 

The overall problem solved by the present 
application in relation to the prior art can be 
considered to be that of isolating the T. whippelii 
bacterium in a reproducible form. This has been 
achieved in the examples of the present application 
and has led to the filing of the bacterium at the 
CNCM (National collection of micro-organism 
cultures ) . 

This solution cannot be derived in an obvious manner 
from any of the cited documents, since the 
applicants were the first to isolate successfully 
the bacterium. 

Therefore, using the isolated bacterium to provide 
antibodies, antigens, specific nucleotide sequences 
and associated diagnostic methods is also considered 
to be inventive. 
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5. Miscellaneous: 

The present examination is based on the assumption 
that all the claims enjoy right of priority as of 
the date of filing of the priority document. If this 
were not to be the case, the P documents cited in 
the international search report might become 
relevant . 
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VII. Certain defects in the international application 



The following defects in the form or* contents of the international application have been noted; 



Contrary to the requirements of PCT Rule 5.1(a) (ii), the 
relevant prior art disclosed in document D7 has not been 
indicated in the description, nor has this document been 
cited . 
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PCT 



R6f6rence du dossier du deposant ou du 

mandataire 
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voir la notification de transmission du rapport d'examen 
POUR SUITE A DONNER pr6liminaire international (fonmulaire PCT/IPEA/416) 


Demande Internationale n** 
PCT/FROO/00754 


Date du d6pot international (jour/mois/annee) 
24/03/2000 


Date de priority (jour/mois/ann^e) 
26/03/1 999 


Classification Internationale des brevets (CIB) ou k la fois classification nationale et CIB 
C12N1/00 


Deposant 

UNIVERSITE DE LA MEDITERRANEE ... et al. 



1 . Le present rapport d'examen preliminaire international, etabli par Tadministaration chargee de I'examen preliminaire 
international, est transmis au deposant conformement a rarticle 36. 

2. Ce RAPPORT comprend 7 feuilles, y compris la presente feuille de couverture. 

S II est accompagne d'ANNEXES, c'est-a-dire de feuilles de la description, des revendications ou des dessins qui ont 
ete nnodifiees et qui servent de base au present rapport ou de feuilles contenant des rectifications faites aupres de 
I'administration chargee de Texamen preliminaire international (voir la regie 70.16 et I'instructton 607 des Instructions 
administratives du PCT). 

Ces annexes comprennent 4 feuilles. 



3. Le present rapport contient des indications relatives aux points suivants: 
I S Base du rapport 



d'application industrielle 



II 


□ 


III 


□ 


IV 


□ 


V 




VI 


□ 


VII 




VIII 


□ 



Declaration motivee selon I'article 35(2) quant a la nouveaute, Tactivite inventive et la possibilite 
d'application industrielle; citations et explications a I'appui de cette declaration 



Irregularites dans la demande internationale 



Date de presentation de la demande d'examen preliminaire 
internationale 

1 8/09/2000 


Date d'achevement du present rapport 
16.07.2001 


Nom et adresse postaie de Tadministration chargee de 
I'examen preliminaire international: 

^ Office europeen des brevets 
/^j) D-80298 Municri 

C:^' T6I. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 
Fax: +49 89 2399 - 4465 


Fonctionnaire autorise 

Renggli, J | ^ J 
N° de t6l6phone +49 89 2399 7461 ^.ffl^*;^/ 



Formulaire PCT/IPEA/409 (feuille de couverture) Qanvier 1994) 



RAPPORT D'EXAMEN 
PRELIMINAIRE INTERNATIONAL 



Demande internationale n° PCT/FROO/00754 



I. Base du rapport 

1 . En ce qui concerne les elements de la demande internationale (les feuilles de remplacement qui ont ete remises 
a I'office recepteur en reponse a una invitation faite conformement a i'articie 14 sont considerees dans le present 
rapport comme "initialement deposees" et ne sont pas jointes en annexe au rapport puisqu'elfes ne contiennent 
pas de modifications (regies 70. 16 et 70.17))\ 

Description, pages: 

1-25 version initiale 

Revendicatlons, N"": 

1-24 re9ue(s) avec telecopie du 26/06/2001 

Dessins, feuilles: 

1/4-4/4 version initiale 

Partie de la demande reservee au listage des sequences, pages: 

1-2, telles que initialement deposees 

2. En ce qui concerne la langue, tous les elements indiques ci-dessus etaient a la disposition de I'administration ou 
lui ont ete remis dans la langue dans laquelle la demande Internationale a ete deposee, sauf indication contraire 
donnee sous ce point. 

Ces elements etaient a la disposition de I'administration ou lul ont ete remis dans la langue suivante: , qui est : 

□ la langue d'une traduction remise aux fins de la recherche internationale (selon la regie 23.1(b)). 

□ la langue de publication de la demande internationale (selon la regie 48.3(b)). 

□ la langue de la traduction remise aux fins de I'examen preilminaire internationale (selon la regie 55.2 ou 
55.3). 

3. En ce qui concerne les sequences de nucleotides ou d'acide amines divulguees dans la demande 
Internationale (le cas echeant), I'examen preilminaire internationale a ete effectue sur la base du listage des 
sequences : 

K contenu dans la demande internationale, sous forme ecrite. 

□ depose avec la demande internationale, sous forme dechiffrable par ordinateur. 

□ remis ulterieurement a {'administration, sous forme ecrite. 

□ remis ulterieurement a I'administration, sous forme dechiffrable par ordinateur. 

□ La declaration, selon laquelle le listage des sequences par ecrit et fourni ulterieurement ne va pas au-dela 
de la divulgation faite dans la demande telle que deposee, a ete fournie. 
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□ La declaration, selon iaquelle les informations enregistrees sous dechiffrable par ordinateur sont identiques k 
celles du listages des sequences Presente par ecrit, a ete fournie. 

4. Les modifications ont entraine I'annulation : 

□ de la description, pages : 

□ des revendicattons, n°^ : 

□ des dessins, feuilles : 



5. □ Le present rapport a ete formule abstraction faite (de certaines) des modifications, qui ont ete considerees 
comme allant au-dela de {'expose de I'invention tel qu'il a ete depose, comme il est indique ci-apres (regie 
70.2(c)) : 

(Toute feuille de remplacement comportant des modifications de cette nature doit etre indiquee au point 1 et 
annexee au present rapport) 



6. Observations complementaires, le cas echeant : 



V. Declaration motivee selon rarticle 35(2) quant a la nouveaute, Tactivite Inventive et la possibilite 
d'application industrielle; citations et explications a I'appui de cette declaration 

1. Declaration 

Nouveaute Oui : Revendications 1-15,18-24 

Non : Revendications 16,17 

Activite inventive Oui: Revendications 1-15,18-24 

Non: Revendications 16,17 

Possibilite d'application industrielle Oui : Revendications 1-24 

Non : Revendications 



2. Citations et explications 
voir feuille separee 



VII. Irregularites dans la demande internationale 

Les irregularites suivantes, concernant la forme ou le contenu de la demande internationale, ont ete constatees : 
voir feuille separee 
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Section V: 

1 II est fait reference aux documents sulvants: 

D1 : SCHOEDON G. ET AL., JOURNAL OF INFECTIOUS DISEASES, vol. 176, 
no. 3, 1997, pages 672-677 

D2: DRANCOURT M., PRESSE MEDICALE, vol. 28, no. 8, 27 fevrier 1999, 
pages 435-439 

D3: ZAAIJER H.L. ET AL., NEDERLANDS TIJDSCHRIFT VOOR 

GENEESKUNDE, vol. 143, no. 8, 20 fevrier 1999, pages 388-392 

D4: VON HERBAY A. ET AL., GASTROENTEROLOGY, vol. 110, 1996, pages 
1735-1743 

D5: MOLLET C. ET AL., MOLECULAR MICROBIOLOGY, vol. 26, no. 5, 1997, 
pages 1005-101 1 

D6: RAOULT D. ET AL., THE NEW ENGLAND JOURNAL OF MEDICINE, vol. 
342, no. 9, 2 mars 2000, pages 620-625 

D7: HINRIKSON H.P. ET AL., INTERNATIONAL JOURNAL OF SYSTEMATIC 
BACTERIOLOGY, vol. 49, octobre 1999, pages 1701-1706 



2 Application industrielle (Art. 33(4) POT): 

Le contenu des revendications 1-24 est susceptible d'application industrielle. 
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3 Nouveaute (Art. 33(2) PCT) 

3.1 Le document D1 , bien que semblant decrire T etablissement en culture de 
Tropheryma whippelii, ne peut etre considere comme anticipant I'objet de la 
revendication 1 de la presente demande. 

En effet, les documents posterieurs D7 (voir page 1701, resume, 2e ligne; page 
1705, le colonne, discussion) et D6 (voir page 620, 2e colonne, 2e paragraphe) 
indiquent tous deux qu'aucune culture ou isolats de la bacterie T. whippelii ne 
sont disponibles, ce malgre les travaux decrits dans D1 . 

Le contenu de la revendication 1 est done considere comme nouveau au vu de 
I'art anterieur a disposition. II s'ensuit que les revendications 2-3 sont egalement 
nouvelles par rapport aux documents cites. 

Aucun des documents cites ne decrit explicitement un antigene de T. whippelii, un 
anticorps specifique dirige centre T. whippelii ou une methode ou un anticorps 
dirige centre T. whippelii est detecte. 

Les revendications 4-15 semblent done nouvelles par rapport aux documents 
cites. 

3.2 Les revendications 16 et 17 ne sont pas nouvelles. 

La revendication a pour objet une trousse (i.e. un produit) et ne peut done pas 
etre une revendication dependante des revendications 13-15 ayant pour objet des 
methodes (Directives PCT, Gazette PCT-Section IV, III-3.8). 

II est de plus rappeler que toute revendication independante doit identifier de 
maniere claire et non ambigue toutes les caracteristiques techniques necessaires 
a la conduite de I'invention (Directives PCT, Gazette PCT-Section IV, III-4.4). Si 
I'intention de la partie introductive de la revendication 16 avait ete d'indiquer que 
les methodes des revendications 13-15 pouvaient etre effectuees a I'aide de la 
trousse revendiquee, ce fait aurait du etre clairement refleter dans ladite 
revendication (i.e. par I'identification des composants contenus dans la trousse de 
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fagon obligatoire). 

Dans le cas present, I'emploi du terme "ou" indique clairement que la trousse peut 
contenir chacun des composants mentionnes uniquennent. 

La revendication 16 a done aussi pour objet une trousse pouvant contenir 
exclusivement "une solution contenant au moins un anticorps specifique d'une 
innmunoglobuline humaine reconnaissant ladite bacterie selon les revendications 
1-3". 

La revendication 17 specifie que ledit anticorps peut etre nnarque. 

Une telle trousse n'est done pas nouvelle puisque des anticorps anti- 
immunoglobulines humaines marques (e.g. lapin anti-lg humaines, souris anti-lg 
humaines,...) peuvent etre acquis commercialement depuis de nombreuses 
annees. 

Les revendications 16-17 ne repondent done pas au critere de nouveaute. 

3.3 Les sequence nucleotidiques SEQ ID n°3, 4 et 5 semblent nouvelies, de meme 
que les sequences speeifiques d'au moins 12 motifs nucleotidiques indues dans 
lesdites sequences, ee a la lumiere des documents cites dans le rapport de 
recherche. 

Les revendications 18-24 repondent done au critere de nouveaute. 
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4 Activite inventive (Art. 33(3) PCX): 

Puisque la bacteria T whippelii n'etait pas disponible sous forme isolee et reproductible, 
la presence d'une activite inventive peut etre reconnue pour les revendications 1-15 et 
18-24. 

Le probleme global resolu par la presente demande par rapport a I'art anterieur peut 
etre considere comme I'isolation de la bacterie T. whippelii sous une forme 
reproductible. Ceci a ete realise dans les examples de la presente demande et a 
permis le depot de la bacterie au CNCM. 

Aucun des documents cites ne peut rendre la solution evidente puisque les 
demandeurs sont les premiers a avoir isole avec succes la bacterie. 

II s'ensuit que la mise a disposition, a I'alde de la bacterie isolee, d'anticorps, 
d'antigenes, de sequences nucleotidiques specifiques et des methodes diagnostiques 
associees est egalement consideree comme inventive. 

5 Divers: 

Get examen est fonde sur I'hypothese que toutes les revendications jouissent d'un droit 
de priorite datant du depot du document de priorite. S'il s'averait qu'il n'en etait pas 
ainsi, les documents P cites dans le rapport de recherche internationale pourraient 
devenir pertinents. 

Section VII 

Contrairement a ce qu'exige la regie 5.1 a) ii) PCT, la description n'indique pas I'etat de 
la technique pertinent expose dans le document D7 et ne cite pas ce document. 
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REVENDICATIQNS 

1. Bact^rie Tropharyma whippelii responsable de la maladie de Whipple Isolde et 
6tablie en culture. 

2. Bactdrle selon la revendication 1, obtenue a partir d'une culture d© cellules de 
fibroblaste humain apr^s au moins 2 mois d'incubation dans un milieu de culture k 
base de MEM. 

3. Bact6rie selon la revendication 1 ou 2, caract6ris6e en ce qu'elle est dSposee k la 
CNCM de rinstitut Pasteur sous le num6ro 1-2202. 

4. Antigfene d'une bactdrie selon Tune des revendications 1 k 3. 

5. Antigfene selon la. revendication 4, caract6rise en ce qu'il s'agit d'une prot6ine 
choisie parmi les prot6ines de poids moldculaire d'environ 35, 50, 60. 100, 200 kO 
d6termin6s sur les figures 2 et 3 par 6lectrophorese sur gel de polyacrylamide 
selon la technique Western Blot. 

6. Anticorps sp6cifique dress6 centre la bacterie ou un antig^ne de la bact6rie selon 
rune des revendications ^ k5. 

7. Anticorps suivant la revendication 6, caract6ris6 en ce qu'il s'agit d'un anticorps 
polyclonal d'origlne animate, de pr6f6renca una imuno globuline de souris. 

8. Anticorps selon la revendication 6, caracterise en ce qu'il s'agit d'un anticorps 
monoclonal. 

9. Anticorps selon la revendication 8, caracterise en ce qu'il s'agit d'un anticorps 
monoclonal produit par un hybridome depose k la CNCM de rinstitut Pasteur sous 
le numdro d'enregistrement U2411. 

10. Antigene selon la revendication 5, caract6ris6 en ce qu'il s'agit d'une prot§ine de 
200 kD f6agissant avec un anticorps selon la revendication 9. 

11. Utilisation d'une bacterie selon I'une quelconque des revendications 1 i 3 ou un 
antigene suivant les revendications 4. 5 ou 10 pour le diagnostic in vitro de 
maladies Irees a des infections par la bact6rie Tropheryma whippelii 
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1 2. Utilisation d'un anticorps selon Tune des revendications 6 4 9, pour le diagnostic in 
vitro de la maladie liee k des infections par des bact6ries Tropheryma whippeliL 

13. M6thode pour le diagnostic s6rologique \n vitro de la maladie de Whipple qui 
comprend les dtapes consistant essentiellement a d^tecter une reaction 
immunoiogique entre un anticorps specifique de la bacterie suivant I'une des 
revendications 6 & 9, et un antigene de ladite bact6rie selon I' une des 
revendications 4, 5 et 10. 

14. M^thode pour le diagnostic serologique in vftro selon la maladie de Whipple qui 
comprend rstape consistant essentiellement k detecter une reaction 
immunoiogique entre un anticorps sp6cifique tfune immunoglobuline humaine 
reoonnaissant ladite bact6rie selon Tune des revendications 1 a 3, et une dlte 
immunoglobuline humaine reconnaissant ladite bact6rle selon les revendications 1 

15. M6thode de diagnostic s6rologique selon la revendlcation 14, qui comprend les 
stapes suivantes : 

- le d6p6t dans ou sur un support solde de solution contenant la bact6rie telle 
qu'elle est d6finie dans les revendications 1 a 3, 

- rintroduction dans ou sur ledit support du s6rum ou du fluide biologique k tester, 

- rintroduction dans ou sur le support d'une solution d'un anticorps marqu6 
sp6cffique d'une immunoglobuline humaine reconnaissant ladite bacterie. 

- Tobservation d'une p6riode d'incubation, 

- le rin9age du support solide, et 

- la detection de ladite reaction immunoiogique. 

16. Trousse pour la detection in vitro de la maladie de Whipple selon la methode 
d'une des revendications 13 k 15 comprenant essentiellement comme 
composants : 

- une solution contenant la bact6rie ou un antigene tels que definis dans les 
revendications 1 4 5 et 10, et/ou, 
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- une solution contenant au moins un anticorps selon I'une des revendications 6 
a 9 et/ou, 

- une solution contenant au moins un anticorps sp6cifique d'une 
immunoglobullne humaine reconnaissant ladlte bact6rie salon les 
revendications 1^3. 

17. Trousse suivant la revendication 16. caracteris6e en ce qu'elle comprend au 
moins un anticorps sp^Cifique marqu6. 

18. Fragment du g6ne rpoB de la bact^rie Tropheryma whippelii selon I'une des 
revendications 1 k 3. caract6ris6e en ce qu'il comprend fa sequence nucl6otidique 
SEQ ID n* 3. 

19. OIigonucl6otique comprenant une s6quence sp§cifique du g^ne rpoB de la 
bact^rie Tropheryma whippelii selon I'une des revendications 1 k 3. ladlte 
sequence sp^cifique comprenant au moins 12 motifs nucl6otidiques cons6cutifs 
inclus dans la s6quence SEQ ID n° 3. 

20. Oligonucleotide monocat6naire selon la revendication 19 choisi pamtl les 
oligonucleotides ayant une s6quence d'au moins 12 motifs nucieotidiques 
cons6cutifs indue dans I'une des sequences k SEQ ID et 5. et parmi les 
oligonucleotides compl6mentaires de ces oligonucleotides. 

21. Oligonucleotide selon la revendication 19 ou 20, caract6rise en ce qu'il consiste 
dans les sequences SEQ ID N* 4 et 6. 

22. Sonde pour la detection, dans un 6chantillon biologique, de bacteries Tropheryma 
whippelii caracteris6e en ce qu'elle comprend une sequence selon la 
revendication 18 ou un oligonucleotide selon I'une des revendications 19 6 21. 

23. Procede de determination de la presence ou de I'absence d'une bact6rie 
Tropheryma whippelii dans un echantillon contenant ou susceptible de contenir 
des acides nucleiques d'au moins une telle bacterie. caracterise en ce qu'on met 
en contact iedit eciianWIon avec au moins une sonde la revendication 22, puis on 
determine la formation ou I'aDsence de formation d'un compiexe a-hybridation 
entre ladite sonde et I'acide nucieique de I'echantilion. 
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Amorce nucl^otidique utillsable pour la synthfese du gene rpoB de Tropheryma 
whippeliien pr6sence d'une polymerase, caractdris^e en ce qu'elle comprend un 
oligonucleotide selon ies revendlcations 19 6 21. de pr6f6rence un oligonud6otide 
comprenant I'une des sequences SEQ ID N" 4 et SEQ ID N" 5. 
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CLAIMS 

1. Bacterium Tropheryma whippelii responsible for Whipple's disease, 
isolated and established in culture. 

5 ' ^ 

2. Bacterixun according to claim 1 obtained from a culture of human 
fibroblasts after at least 2 months of incubation in a culture medium based 
on MEM. 

10 3. Bacterium according to claim 1 or 2, characterized in that it is deposited in 
the CNCM of the Listitut Pasteur under the number 1-2202. 

4. Antigen of a bacterium according to one of claims 1 to 3. 

15 5. Antigen according to claim 4, characterized in that it is a protein selected 
from those with molecular weights of about 10, 20, 35, 50, 60, 80, 100, 
120, 150, 170 and 200 kD determined by polyacrylamide gel 
electrophoresis using the SDS-PAGE technique and by Western blotting. 

20 6, Specific antibody directed against the bacterium or an antigen of the 
bacterium according to one of claims 1 to 5. 

7. Antibody according to claim 6, characterized in that it is a polyclonal 
antibody of animal origin, preferably a mouse immunoglobulin. 

25 

8. Antibody according to claim 6, characterized in that it is a monoclonal 
antibody. 

9. Antibody according to claim 8, characterized in that it is a monoclonal 
30 antibody produced by a hybridoma deposited in the CNCM of the Institut 

Pasteur under the registration number 1-241 1 . 



10. Antigen according to claim 5, characterized in that it is a protein of 200 kD 
which reacts with an antibody according to claim 9. 
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Use of a bacterium according to any one of claims 1 to 3 or an antigen 
according to claim 4, 5 or 10 for the in vitro diagnosis of diseases 
associated with infections caused by the bacterium Tropheryma whippelii. 

Use of an antibody according to one of claims 6 to 9 for in vitro diagnosis 
of the disease associated with infections caused by Tropheryma whippelii 
bacteria. 



Method for the in vitro serological diagnosis of Whipple's disease, 
comprising the steps which consist essentially in detecting an 
immunological reaction between an antibody specific for the bacterium 
according to one of claims 6 to 9 and an antigen of said bacterium 
according to one of claims 4, 5 and 10. 

Method for the in vitro serological diagnosis of Whipple's disease, 
comprising the step which consists essentially in detecting an 
immimological reaction between an antibody specific for a human 
immunoglobulin which recognizes said bacterium according to one of 
claims 1 to 3 and a said human immunoglobulin which recognizes said 
bacterium according to claims 1 to 5. 

Method of serological diagnosis according to claim 14 comprising the 
following steps: 

- depositing a solution containing die bacterium as defined in claims 1 to 3, 
in or on a solid support; 

- introducing the test serum or biological fluid into or onto said support; 

- introducing a solution of a labeled antibody specific for a human 
immunoglobulin which recognizes said bacterium, into or onto the support; 



- observing an incubation period; 
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- rinsing the solid support; and 

- detecting said immunological reaction. 

Kit for the in vitro detection of Whipple's disease by the method of one of 
claims 13 to 15, essentially comprising the following components: 

- a solution containing the bacterium or an antigen as defined in claims 1 to 
5 and 10; and/or 

- a solution containing at least one antibody according to one of claims 6 to 
9; and/or 

- a solution containing at least one antibody specific for a human immuno- 
globulin which recognizes said bacterium according to claims 1 to 3. 

Kit according to claim 16, characterized in that it comprises at least one 
labeled specific antibody. 

Total or partial sequence of the rpoB gene of the bacterium according to 
one of claims 1 to 3. 

Fragment of the rpoB gene according to claim 18, characterized in that it 
has the nucleotide sequence SEQ ID N"" 3. 

Oligonucleotide comprising a sequence specific for the rpoB gene of the 
bacterium Tropheryma whippelii according to one of claims 18 or 19. 

Single-stranded oligonucleotide according to claim 20 selected fi-om 
oligonucleotides having a sequence of at least 12 consecutive nucleotide 
units included in one of the sequences to SEQ ED N° 4 and 5, and from the 
oligonucleotides complementary to these oligonucleotides. 
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Oligonucleotide according to claim 20 or 21, characterized in that it 
consists of the sequences SEQ ID N"" 4 and 5. 

Probe for detecting Tropheryma whippelii bacteria in a biological sample, 
characterized in that it comprises an oligonucleotide according to one of 
claims 20 to 22. 



Process for determining the presence or absence of a Tropheryma whippelii 
bacterium in a sample which contains or may contain nucleic acids of at 
least one such bacterium, characterized in that said sample is brought into 
contact with at least one probe . . . claim 23 and the formation or absence of 
formation of a hybridization complex between said probe and the nucleic 
acid of the sample is then determined. 

Nucleotide primer which can be used for synthesizing the rpoB gene of 
Tropheryma whippelii in the presence of a polymerase, characterized in that 
it comprises an oligonucleotide according to claims 20 to 22, preferably an 
oligonucleotide comprising one of the sequences SEQ ID N° 4 and SEQ ID 
N°5. 



26. 



Gene therapy probe, characterized in that it comprises an oligonucleotide as 
defined in claims 20 to 22. 
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Diagnostic de ta matadie de Whipple 

La presente invention concerne le domaine du diagnostic. Plus precisement, 
I'invention concerne une methods pour le diagnostic seroiogique in vitro de la maladie 
de Whipple ainsi qu'un dispositif pour la mise en oeuvre de cette methode. Uinvention 
concerne egalement une trousse pour la detection in vitro de la bacterie responsable 
de la maladie Whipple. 

La presente invention concerne egalement le domaine des techniques de 
detection et/ou d'amplification et sequen9age a Taide de sondes ou d'amorces 
oligonucleotidiques, et leur application a la recherche de la presence ou a 
i' identification des bacteries de respece Tropheryma whippelii. 

La maladie de Whipple est une maladie qui se presente sous des formes 
variees. La forme la plus ciassique est celle d'une fievre avec une diarrhee chronique 
qui entraine un amaigrissement, mais c'est aussi une maladie qui est susceptible de 
donner des atteintes articulaires chroniques, des atteintes cerebrales avec demence et 
aussi une atteinte cardiaque en particulier une endocardite a hemoculture negative. 
Des sa description princeps en 1907, Whipple evoque I'existence d'une bacterie 
associee a la "lipodystrophie intestinale" devant Tobservation de nombreux micro- 
organismes apres coloration argentique d'un ganglion mesenterique (Whipple, Bull. 
John Hopkins Hosp. 1907 ; 18 : 328-391). La mise en evidence du caractere PAS (de 
I'anglais "periodic acid Schiff") positif non specifique de cette bacterie, puis les 
observations en microscopie electronique confirment la presence d'une espece 
bacterienne intraceliulaire de structure Gram positif (Chears et al.. Gastroenterology 
1961 ; 41 : 129-138). L'outil moieculaire universel 16S ARNr a permis de confirmer 
cette hypothese en precisant la taxonomie phylogenique de cette nouvelle espece 
bacterienne, et en lui assignant le nom provisoire de Tropiieryma whipelii pour evoquer 
la notion de malabsorption intestinale et honorer le decouvreur de I'affection (Relman 
et al., N. Engl. J. Med. 1992 ; 327 : 293-301). Le sequengage direct de 721 bases d'un 
fragment amplifie a partir d'une biopsie de I'intestin greie d'un patient (Wilson et al.. 
Lancet 1991 ; 338 : 474-475), puis a partir d'un ganglion d'un autre patient (Wilson et 
al., ASM News 1992 ; 58 : 318-321) confirme I'originalite de I'espece bacterienne 
associee a la maladie de Whipple. Le sequen9age par Relman et al. (op. cite) de 1 
321 bases representant 90 % du gene sur un echantillon, et un fragment de 284 bases 
Chez quatre autres patients a permis de confirmer que I'espece bacterienne associee a 
la maladie de Whipple representait une espece nouvelle, de preciser sa position 
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taxonomique dans le phylum des actinomycetes. c'est-a-dire des bacteries de 
structure Gram positif a haut contenu en guanosine 

plus cytosine, representant un nouvet embranchement relativement proche de deux 
especes connues en pathologie humaine, Actinomyces pyogenes et Rothia 
dentocahosa. 

Le diagnostic de la maladie est actuellement fait par I'observation apres 
coloration de frottis microscopique obtenu de biopsie ou par amplification et 
sequengage de I'outil du gene universe! 16S ARNr (Relman et al., op. cite). 

A ce jour en effet, la bacterie responsable de la maladie de Whipple n'a pas 
pu etre isolee et cultivee de maniere telle qu'une serologic puisse etre envisagee. 

Centre toute attente, le Deposant a mis au point une methode pour la culture 
de la bacterie responsable de la maladie de Whipple. 

Les inventeurs ont decouvert que la culture ceilulaire qui permet i'isolement et 
la multiplication de la bacterie Tropheryma whippelii doit avoir a la fois une duree de 
vie longue et un temps de multiplication lent. II ont en effet mis en evidence que le 
temps de dedoublement de la bacterie etait tres long (18 jours). De preference, la 
primo-culture doit meme etre realisee directement sur des cellules immortalisees. 

Les travaux anterieurs realises sur des primo-cultures de monocytes de sang 
humain (SHOEDON et ai. « Journal of Infectious Diseases » Volume 176, numero 3 
1997 pages 672-677) n'ont pas permis de servir de base pour etablir en culture la 
bacterie Tropheryma whippelii 6e fagon a ce que ce!le-ci se muitipfie, car la duree de 
vie moyenne de ces monocytes est de seulement 30 jours, ce qui est insuffisant 
compte tenu du temps de dedoublement de la bacterie. 

En outre, si les cellules se multiplient trop vite, par rapport au temps de 
croissance de la bacterie, celles-ci ne peuvent pas etre cultivees, car il se produit un 
effet de dilution et il devient impossible de segreger les cellules infectees par rapport 
aux cellules non infectees. 

Dans un mode de realisation avantageux, les inventeurs ont utilise des 
cellules de fibroblastes immortalisees. Ces cellules de fibroblastes s'etalent sur le fond 
de la boite de culture, arretent de se multiplier quand elles ont rempli tout le tapis 
ceilulaire, mais peuvent etre maintenues plusieurs mois en vie dans ces conditions. 

Pius precisement, la methode dMsolement et culture de la bacterie qui est 
detaillee dans les exemples 1 et 2 ci-apres, comprend I'inocutation d'un broyat de valve 
cardiaque sur des fibroblastes humains de la lignee HEL dans du milieu MEM. La 
bacterie responsable de la maladie de Whipple a ete isolee et etablie en culture apres 
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un minimum de deux mois d'incubation, le milieu de culture etant remplace 
regulierement. Par "etablie en culture", on entend que la bacterie est obtenue de 
maniere reproductible et se multiplie au cours du temps, notamment par repiquage 
successif sur culture de cellules. 

La presente invention est done relative a la bacterie ainsi isolee et etablie en 
tant que source d'antigene. Cette bacterie a ete deposee a la CNCM (Paris-France) 
sous le n° 1-2202 et la reference d' identification TWIST- Marseille. 

La presente invention a egalement pour objet un antigene de la bacterie selon 
I'invention. Pius particuiierement, la presente invention a pour objet un antigene qui 
est une proteine choisie parmi les proteines de poids moleculaire d'environ 10, 20, 35, 
50, 60, 80, 100, 120, 150, 170 et 200 kD determines par electrophorese sur gel de 
polyacrylamide selon la technique SDS-PAGE et par Western Blot. 

La presente invention a egalement pour objet un anticorps specifique dresse 
contre la bacterie ou un antigene selon I'invention ; plus particuiierement un anticorps 
polyclonal d'origine animale, notamment une immunoglobuline de souris ou de lapin, 
ou un anticorps monoclonal, notamment un anticorps monoclonal produit par 
Thybridome depose a la CNCM de l*lnstitut Pasteur sous le numero d'enregistrement 
n"* 1-241 1 et la reference d' identification TW 17G2. 

La presente invention a egalement pour objet la detection d'un anticorps 
specifique d'une immunoglobuline humaine reconnaissant ladite bacterie, de 
preference IgG, IgM ou IgA, et plus particuiierement une immunoglobuline animale, 
notamment une immunoglobuline anti-humaine de chevre. 

La presente invention a encore plus particuiierement pour objet un antigene. 
caracterise en ce qu'il s'agit d*une proteine de 200 kD reagissant avec un anticorps 
monoclonal produit par les hybridomes selon T invention ci-dessus mentionnes. 

La presente invention est aussi relative a Tutilisation d'une bacterie, d'un 
antigene de la bacterie ou d'un anticorps specifique selon I'invention, dans une 
methode de diagnostic in vitro de maladies liees a des infections par la bacterie 
Tropheryma whippelii, ainsi qu'a une methode pour le diagnostic serologique de 
rinfection a bacterie Tropheryma whippeiii se\on I'invention, qui comprend la mise en 
contact du serum ou de tout autre liquide biologique d'un patient avec ladite bacterie et 
la detection d'une reaction immunologique. 

Plus particuiierement, la presente invention a pour objet une methode de 
diagnostic serologique in vitro des infections a Tropheryma whippeiii, dans laquelle on 
met en contact la bacterie selon I'invention, un antigene de la bacterie selon I'invention 
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ou un anticorps specifique selon I'invention, avec un echantillon provenant du patient 
consistent dans un serum, un fiuide biologique, ou un prelevement humain. 

La methode selon invention comprend Tetape consistant essentieilement a 
detecter une reaction imnnunologique entre un anticorps specifique de la bactehe 
5 suivant Tinvention et un antigene de ladite bacterie, ou entre un anticorps specifique 
d'une immunoglobuline selon I'invention reconnaissant ladite bacterie et une dite 
immunogiobuline humaine reconnaissant ladite bacterie. 

La presente invention est aussi relative a une methode pour le diagnostic 
serologique in vitro de la maladie de Whipple, qui comprend la mise en contact du 
10 serum ou de tout autre liquide biologique d'un patient avec la bacterie telle que definie 
ci-dessus, et la detection de la reaction immunologique. 

Dans un mode de realisation, la methode de diagnostic selon I'invention 
comprend : 

- le depot dans ou sur un support solide d*une solution de bacterie selon 
15 i'invention, notamment de 0,5 a 5 pi, de preference 1 p' ladite solution contenant 

ladite bacterie ; 

- 1* introduction dans ou sur ledit support du serum ou du fiuide biologique a tester 
de preference dilue; 

- r introduction dans ou sur le support d'une solution d'un anticorps marque, 
20 notamment une immunoglobuline anti-humaine animale specifique de 

rimmunoglobuiine humaine, notamment de type IgG, IgM ou IgA, reconnaissant ladite 
bacterie ; 

- Tobservation d*une periode dMncubation ; 

- le ringage eventuel du support solide et 

25 - la detection proprement dite de la reaction immunologique entre notamment un 

anticorps humain reconnaissant ladite bacterie et ladite immunoglobuline anti- 
humaine. 

Avantageusement, la methode de diagnostic de I'invention met en oeuvre un 
dosage immunoenzymatique de type ELISA ou un dosage immunofluorescent. Plus 
30 particuiierement, la methode selon Tinvention comprend : 

- le depot dans ou sur un support solide d'une solution de bacterie isolee et 
etablie comme indique ci-dessus ; 

- I'introduction dans ou sur ledit support du serum ou du fiuide biologique a 
tester dilue ; 
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- rintroduction dans ou sur ie support d'une soiution d'immunoglobuline anti- 
humaine marquee ; 

- I'observation d'une periode d'incubatron ; 

- Ie ringage eventuel du support solide ; 

- ia detection proprement dite de la reaction immunologique. 

Comme support solide, on peut utiliser tout dispositif adapte a la manipulation 
de suspensions celiulaires et bacteriennes et notamment des tubes, des lames de 
verre, des tubes Bijoux ou des plaques rigides de microtitrage en polyethylene, 
polystyrene, chlorure de polyvinyle ou nitrocellulose comportant des micropuits, les 
lames de verre etant preferees. 

L'anticorps detecte est une immunoglobuline, notamment de type G, M ou A, 
specifique de la bacterie responsable de la maladie de Whipple. Comme type de 
marquage de I'immunoglobubine anti-humaine, on utilise un marquage enzymatique, 
radioactif ou fluorescent, ce dernier type de marquage etant prefere. 

L'expression "marquage fluorescent" signifie que l'anticorps a ete rendu 
fluorescent par un agent fluorescent approprie tel que riso(thio)cyanate de 
fluoresceine combinee a une immunoglobine animale reconnaissant l'anticorps 
humain. 

L'expression "marquage radioactif" signifie que l'anticorps porte, soit sur un 
element de sa structure, par exemple les residus de tyrosine constitutifs, soit sur un 
radical approprie qui lui a ete fixe, un isotope radioactif permettant de Ie doser par 
comptage de la radioactivite qui lui est associee. 

^expression "marquage enzymatique" signifie que l'anticorps est couple a 
une enzyme qui, associee a I'emploi de reactifs appropries, permet une mesure 
quantitative de cet anticorps specifique. 

Le substrat et les reactifs sont choisis de sorte que Ie produit final de la 
reaction ou de la sequence de reactions provoquee par I'enzyme et mettant en oeuvre 
ces substances soit : 

ou bien une substance coloree ou fluorescente qui diffuse dans le milieu 
iiquide environnant I'echantillon teste et qui fait I'objet, soit de la mesure finale 
spectrophotometrique ou fluorimetrique, respectivement, soit d'une evaluation a I'oeil, 
eventuellement par rapport a une gamme de teintes etalonnees, 

ou bien une substance coloree insoluble qui se depose sur I'echantillon 
teste et qui peut faire I'objet, soit d'une mesure photometrique par reflexion, soit d'une 
evaluation a I'oeil, eventuellement par rapport a une gamme de teintes etalonnees. 
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Lorsque Ton utilise un anticorps rendu fluorescent, la fluorescence associee a 
rechantillon teste est lue directement sur un appareil approprie. 

Lorsque Ton utilise une sonde radioactive, comme par example I'tode 125, la 
radioactivite associee a rechantillon teste est comptee dans un compteur gamma 
selon toute modalite appropriee et par exemple apres solubilisation des cellules par 
une solution aicaline (par exemple une solution de soude) et recuperation de la 
solution contenant la radioactivite a i'aide d'un tampon absorbant. 

Lorsque Ton utilise une enzyme sur Tanticorps speclfique, {'apparition d'un 
produit colore ou fluorescent est obtenue en ajoutant une solution contenant le 
substrat de I'enzyme et un ou plusieurs reactifs auxiiiaires permettant d'obtenir 
finalement comme produit de reaction, soit un produit colore soluble dans le milieu, 
soit un produit colore insoluble, soit un produit fluorescent soluble, comme cela a ete 
explique precedemment. On mesure ensuite le signal lumineux provenant des 
echantiilons ainsi traites, a I'aide de Tappareillage adapte a chaque cas : photometre 
en transmisssion, ou en reflexion ou fluorimetre respectivement. Alternativement, on 
peut aussi evaluer a I'oeil la coloration obtenue, en s'aidant eventuellement d'une 
gamme de solutions colorees etalonnees. 

En utilisant comme enzyme la phosphatase aicaline, !e couplage de cette 
enzyme avec Tanticorps specifique est effectue selon la methode proposee par 
Boehringer Mannheim-Biochemica, Les substrats preferentiels de cette enzyme sont le 
paranitrophenylphosphate pour une lecture finale spectrophotometrique ou le methyl- 
4-umbelliferyl phosphate pour une lecture fluorometrique ou le bromo-5 chloro-4 
indolyl-3 phosphate pour obtenir un produit de reaction colore insoluble. On peut de 
meme utiiiser comme enzyme la p-galactosidase dont ies substrats preferentiels sont 
I'orthonitrophenyl p-D-gaiactopyranoside ou le methyl-4 umbelliferyl p-D- 
galactopyranoside. 

Preferentiellement, on peut coupler les anticorps specifiques a la peroxydase. 
Dans ce cas, le procede de couplage est derive de celui decrit par M.B. WILSON et 
P.K, NAKANE in Immunofluorescence and Related Staining Techniques, W. Knapp, K. 
Kolubar, G. Wicks ed, Elsevier/North Holland. Amsterdam 1978, p. 215-224. 

Les reactifs utilises pour reveler la peroxydase conjuguee aux anticorps 
specifiques contiennent de Teau oxygenee, substrat de I'enzyme, et un chromogene 
approprie par exemple de I'orthophenylenediamine ou I'acide a2ino-2,2' bis(ethyl-3 
thiazoline sulfonique-6) ou ABTS pour obtenir un produit final de reaction colore et 
soluble dans le nnilieu ou bien la diamino-3,3' benzidine ou i'amino-3 ethyl-9 carbazole 
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ou le chloro-4 a-naphtol pour obtenir un produit final de reaction insoluble, ou bien 
I'acide parahydroxyphenyl propionique pour obtenir un produit de reaction fluorescent 
soluble dans le milieu. 

Un autre mode de realisation de I'invention est Tutilisation d'anticorps 
specifiques couples a I'acetytcholinesterase. 

L'acetylcholinesterase est couplee a I'anticorps en utilisant preferentiellement 
un procede derive de celui decrit dans le brevet frangais n° 2 550 799 ou un 
procede qui comporte schematiquement ia preparation de fragments de Tanticorps par 
une technique connue, la modification de I'enzyme par reaction avec un agent 
heterobifonctionnel approprie et enfin le couplage des produits ainsi obtenus. D'autres 
precedes connus de construction de conjugues immunoenzymatiques peuvent aussi 
etre utilises dans ce cas. 

La revelation de I'activite enzymatique speclfiquement liee a Tantigene 
reconnu par le conjugue a l'acetylcholinesterase est realisee de preference selon la 
technique bien connue qui emploie I'acetylthiocholine comme substrat de I'enzyme et 
le reactif d'Ellman, ou acide dithio-5,5' nitro-2 benzoique comme chromogene, selon 
toute variante adaptee au cas examine, par exemple celle decrite par Pradelles et al. 
dans Anal. Chem. 1985, 57 : 11 70-1 173. 

Les chromogenes cites sont utilises teis quels ou sous forme de sels solubles 
dans I'eau. 

La methode de diagnostic serologique de invention est adaptee a une 
utilisation dans des laboratoires de bioiogie et/ou d'anatomopathologie. Pour ce faire, 
on propose un dispositif pour ia mise en oeuvre de cette methode, qui comprend un 
support solide sur ou dans lequel on a depose une solution contenant la bacterie telle 
que definie precedemment. 

L'invention est aussi relative selon un autre aspect a une trousse pour la 
detection in vitro de la bacterie responsable de la maladie de Whipple. Cette trousse 
comprend comme composants : 

- une solution contenant la bacterie ou un antigene selon l'invention, et/ou, 

- une solution contenant au moins un anticorps selon invention et/ou, 

- une solution contenant au moins un anticorps specifique d'une 
immunoglobuline humaine reconnaissant ladite. 

Plus particulierement, ia trousse comprend : 

- une solution contenant la bacterie responsable de la maladie de Whipple, 
isolee et etablie comme decrit ci-dessus, a titre de temoin positif; 
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- une solution contenant un anticorps specifique marque; 

- eventuellement, une solution de lavage. 

L'anticorps specifique utilise dans la trousse de I'invention est 
avantageusement marque par une sonde radioactive, une enzyme ou un agent 
fluorescent. 

Lorsque l'anticorps specifique est marque par une enzyme, la trousse 
comprend en outre le susbstrat de I'enzyme et un ou plusieurs reactifs pour visualiser 
I'activite de I'enzyme. 

Lorsque Tanticorps specifique est marque par un agent fluorescent, on utilise 
de preference i'iso(thio)cyanate de fluoresceine. 

Selon un mode de realisation prefere de I'invention, on utilise comme anticorps 
specifique une immunoglobuline, en particulier une immunoglobutine de souris. 

La presente invention a egalement pour objet le gene rpoB de la bacterie 
Tropheryma whippelii selon la presente invention. La sequence du gene rpoB a ete 
determinee par amplification enzymatique et sequengage automatique direct avec des 
amorces consensus entre un grand nombre d'autres bacteries, de genres et 
d'especes differents. 

Le gene rpoB code pour une des sous-unites de TARN polymerase 
bacterienne et constitue un marqueur genetique permettant la detection specifique de 
la bacterie de I'espece Tropheryma whippelii. 

Plus particulierement, la presente invention a pour objet un fragment du gene 
rpoB, caracterise en ce quMI presente la frequence nucleotidique SEQ ID 
n° 3 dans le listage des sequence^ en annexe. 

La presente invention concerne done egalement des sequences d'acides 
nucieiques specifiques de Tespece Tropheryma whippelii, dont la sequence 
nucleotidique est tiree du gene rpoB de ladite bacterie et notamment du fragment du 
gene rpoBvlse ci-dessus. 

Selon Lazcano et al. [J. MoL Evol. (1988) 27:365-376], les ARN polymerases 
sont divisees en deux groupes selon leur origine, Tun constitue par les ARN 
polymerases virales ARN- ou ADN-dependantes, et I'autre constitue par les ARN 
polymerases ADN-dependantes d'origine eucaryote ou procaryote (archaebacteries et 
eubacteries). Les ARN polymerases ADN-dependantes eubacteriennes sont 
caracterisees par une constitution muitimerique simple et conservee notee « core 
enzyme », representee par afij3\ ou « holoenzyme » representee par a>ff/?'cr [Yura and 
Ishihama. Ann. Rev. Genet. (1979) 13 : 59-97]. 
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De nombreux travaux ont mis en evidence le roie fonctionnel, au sein du 
compiexe enzymatique multimerique, de la sous-unite p de I'ARN polymerase 
eubacterienne. Les ARN polymerases archaebacterienne et eucaryote presentent, 
pour leur part, une structure plus compiexe pouvant atteindre une dizaine, voire une 
trentaine de sous-unites [Puhler et al . Proc. Natl. Acad, Sci. USA (1989) 86 :4569- 
4573]. 

Les genes qui cedent pour les differentes sous-unites de TARN 

polymerase ADN-dependante chez les eubacteries, respectivement les genes rpoA, 
rpoB, rpoC et rpoD, sont classes en differents groupes comprenant des genes codant 
pour des proteines constitutives des sous-unites ribosomiques ou pour des enzymes 
impliquees dans la replication et la reparation du genome [Yura and Yshihma, Ann. 
Rev. Genet. (1979) 13:59-97]. Certains auteurs ont montre que les sequences 
nucleiques des genes rpoB et rpoC pouvaient etre utilisees afin de construire des 
arbres phylogenetiques [Rowland et al.. Biochem. Soc. Trans. (1992) 21:40s] 
permettant de separer les differents embranchements et sous-embranchements parmi 
les regnes du vivant. 

Avant d'exposer plus en detail cet aspect de r invention, differents termes, 
utilises dans ia description et les revendications, sont definis ci-apres : 

- par « acide nucieique extrait de bacteries » on entend soit I'acide nucleique 
total, soit r ADN genomique, soit les ARN messagers, soit encore I'ADN obtenu a partir 
de la transcription inverse des ARN messagers ; 

- un « fragment nucleotidique » ou un « oligonucleotide >> sont deux termes 
synonymes designant un enchainement de motifs nucleotidiques caracterise par une 
sequence informationnelle des acides nucleiques natureis (ou eventuellement 
modifies) et susceptibles de s'hybrider, comme les acides nucleiques natureis, avec un 
fragment nucleotidique complementaire ou sensibiement complementaire, dans des 
conditions predeterminees de stringence stricte. L'enchainement peut contenir des 
motifs nucleotidiques de structure differente de celle des acides nucleiques natureis. 
Un fragment nucleotidique (ou oligonucleotide) peut contenir par exemple jusqu'a 100 
motifs nucleotidiques. 11 contient generalement au moins 10, et en particulier au moins 
12 motifs nucleotidiques et peut etre obtenu a partir d'une molecule d'acide nucleique 
naturelle et/ou par recombinaison genetique et/ou par synthese chimique, 

- un motif nucleotidique est derive d'un monomere qui peut etre un nucleotide 
naturel d'acide nucleique dont les elements constitutifs sont un sucre, un groupement 
phosphate et une base azotee choisie parmi Tadenine, la guanine, Turacile, la 
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cytosine, ia thymine ; ou bien le monomere est un nucleotide modifie dans i'un au 
molns des trois elements constitutifs precedents : a titre d'exemple, la modification 
peut intervenir soit au niveau des bases, avec des bases modifiees telles que I'inosine, 
la methyl-5-desoxycytidine, ia desoxyuridine, la dimethylamino-5-desoxyuridine ou 
toute autre base modifiee capable d'hybridation, soit au niveau du sucre, par exemple 
le remplacement d'au moins un desoxyribose par un polyamide [PE Nielsen at al., 
Science, (1991) 254:1497-1500], soit encore au niveau du groupement phosphate, par 
exemple par remplacement par des esters choisis notamment parmi les diphosphates, 
les alkyi- et arylphosphonates et les phosporothioates, 

- par « sequence informationnelle », on entend toute suite ordonnee de motifs de 
type nucleotidique, dont la nature chimique et Tordre dans un sens de reference 
constituent une information analogue a celle donnee par la sequence des acides 
nucleiques naturals, 

- par « hybridation », on entend le processus au cours duquel, dans des 
conditions appropriees, deux fragments nucleotidiques ayant des sequences 
suffisamment compiementaires sont susceptibles de s'associer par des liaisons 
hydrogene stables et specifiques, pour former un double brin. Les conditions 
d'hybridation sont determinees par la « stringence », c'est-a-dire la rigueur des 
conditions operatoires. L' hybridation est d'autant plus specifique qu'elie est effectuee 
a plus forte stringence. La stringence est fonction notamment de la composition en 
bases d'un duplex sonde/cible, ainsi que par le degre de mesappariement entre deux 
acides nucleiques. La stringence peut egalement etre fonction des parametres de la 
reaction d' hybridation, tela que la concentration et le type d'especes ioniques 
presentes dans la solution d^hybridation, la nature et la concentration d'agents 
denaturants et/ou la temperature d* hybridation. La stringence des conditions dans 
lesquelies une reaction d'hybridation doit etre reaiisee depend notamment des sondes 
utilisees. Toutes ces donnees sont bien connues et fes conditions appropriees peuvent 
eventuellement etre determinees dans chaque cas par des experiences de routine. En 
general, selon la longueur des sondes utilisees, ia temperature pour ia reaction 
d^hybridation est comprise entre environ 20 et 65 °C, en particulier entre 35 et 65°C 
dans une solution saline a une concentration d'environ 0,8 a 1 M, 

- une « sonde » est un fragment nucleotidique comprenant par exemple de 10 a 
100 motifs nucleotidiques, notamment de 12 a 35 motifs nucleotidiques, possedant 
une specificite d' hybridation dans des conditions determinees pour former un 
complexe d'hybridation avec un acide nucleique ayant, dans le cas present, une 
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sequence nucleotidique comprise soit dans un ARN messager, soit dans un ADN 
obtenu par transcription inverse dudit ARN messager, produit de transcription; une 
sonde peut etre utilisee a des fins de diagnostic (notamment sondes de capture ou de 
detection) ou a des fins de therapie, 

- une « sonde de capture » est immobilisee ou immobilisable sur un support 
solide par tout moyen approprie, par exempie par covalence, par adsorption, ou par 
synthese directe sur un solide. Des exemples de supports comprennent les plaques de 
microtitration et les puces a ADN, 

- une « sonde de detection » peut etre marquee au moyen d'un agent marqueur 
choisi par exempie parmi les isotopes radioactifs. les enzymes, en particulier les 
enzymes susceptibles d'agir sur un substrat chromogene, fluorigene ou luminescent 
(notamment une peroxydase ou une phosphatase alcaline), les composes chimiques 
chromophores, les composes chromogenes. fluorigenes ou luminescents, les 
analogues de bases nucleotidiques et les ligands tels que la blotine, 

- une « sonde d'espece » est une sonde permettant I'identification de I'espece 
d'une bacterie, 

- une « sonde de genre » est une sonde permettant I'identification du genre 
d'une bacterie, 

- une « amorce » est une sonde comprenant par exempie de 10 a 100 motifs 
nucleotidiques et possedant une specif icite d' hybridation dans des conditions 
determinees pour I'initiation d'une polymerisation enzymatique, par exempie dans une 
technique d'amplification telle que la PGR, dans un procede de sequen^age, dans une 
methode de transcription, etc, 

Un objet de la presente invention est un oligonucleotide monocatenaire choisi 
parmi les oligonucleotides ayant une sequence d'au moins 12 motifs nucleotidiques 
consecutifs incluse dans I' une des sequences SEQ ID N°4 et SEQ ID N^5 dans le 
iistage des sequences en annexe et parmi les oligonucleotides complementaires de 
ces oligonucleotides. Ces oligonucleotides peuvent etre des 
oligodesoxyribonucleotides (ADN) et des oligoribonucleotides (ARN) dans lesquels 
« T » est remplace par « U ». 

En particulier, un oligonucleotide selon la presente invention possede au moins 
12 motifs tels que decrits ci-dessus et au plus 50 motifs. Plus particulierement, un 
oligonucleotide selon la presente invention possede de 12 a 35 motifs. 

Un oligonucleotide prefere a une sequence choisie parmi les sequences 
SEQ ID NM et 5. 
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L'inosine est capable de s'apparier avec n'importe quelle autre base. 
Les sequences SEQ ID N^4 et 5 peuvent etre preparees par synthese chimtque 
en utilisant les techniques bien connues de I'homme du metier et decrites par exemple 
dans Tarticle de itakura K. et al. [(1984) Annu. Rev. Biochem. 53:323]. 

Une premiere application d'un oligonucleotide de INnvention est son utilisation 
comme sonde pour la detection, dans un echantillon biologique. de bacteries de 
I'espece Tropheryma whippelii c\u\ comprend une sequence nucleotidique d'au moins 
12 motifs nucleotidiques consecutifs incluse dans Tune des sequences SEQ ID N°4 et 
SEQ ID N°5, et leurs sequences compiementaires. Dans la suite de la description, une 
telle sonde de JNnvention sera appelee sonde de i'espece. 

Les sondes seion Tinvention peuvent etre utilisees, a des fins de diagnostic, 
dans la recherche de la presence ou de Tabsence d'un acide nucleique cible dans un 
echantillon, selon toutes les techniques d'hybridation connues et notamment les 
techniques de depot ponctuel sur filtre, dites « DOT-BLOT » [Maniatrs et al. (1982) 
Molecular Cloning, Cold Spring Harbor], les techniques de transfert d'ADN dites 
« SOUTHERN BLOT » [Southern. E.M., J. Mol. Biol. (1975) 98:503], les techniques de 
transfert d'ARN dites « NORTHERN BLOT », ou les techniques dites « sandwich >> 
[Dunn A,R., Hassel J.A. (1977) Cell 12:23]. On utilise en particulier la technique 
« sandwich >>, avec une sonde de capture et/ou une sonde de detection, lesdites 
sondes etant capables de s'hybrider avec deux regions differentes de I'acide nucleique 
cible, et Tune au moins desdites sondes (generalement la sonde de detection) etant 
capable de s'hybrider avec une region de la cible qui est specifique de I'espece, etant 
entendu que la sonde de capture et la sonde de detection doivent avoir des sequences 
nucleotidiques au moins partiellement differentes. 

L'acide nucleique a detecter (cible) peut etre de I'ADN ou de TARN (Pun ou 
I'autre eventuellement obtenu apres amplification par PCR). Dans ie cas de la 
detection d'une cible de type acide nucleique double brin, il convient de proceder a ia 
denaturation de ce dernier avant la mise en oeuvre du precede de detection. L' acide 
nucleique cible peut etre obtenu par extraction selon les methodes connues des acides 
nucleiques d'un echantillon a examiner. La denaturation d'un acide nucleique double 
brin peut etre effectuee par les methodes connues de denaturation chimique, physique 
ou enzymatique, et en particulier par chauffage a une temperature appropriee, 
superieure a 80 "C. 

Pour mettre en oeuvre les techniques d' hybridation precitees, et en particulier les 
techniques « sandwich », une sonde de rinvention, appelee sonde de capture, est 
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immobilisee sur un support solide, et une autre sonde de I'invention. appeiee sonde de 
detection, est marquee avec un agent marqueur. 

Les exemples de support et d'agent marqueur sont tels que definis 
precedemment. 

Un autre objet de I'invention est un precede de determination de la presence ou 
de Tabsence d'une bacterie Tropheryma whippe/h\ dans un echantiilon contenant ou 
susceptible de contenir des acides nucleiques d'au moins une telle bacterie. 
comprenant les etapes consistant a mettre en contact ledit echantiilon avec au moins 
une sonde d'espece de i'invention, puis a determiner de fa^on connue en soi la 
formation ou {'absence de formation d'un complexe d' hybridation entre ladite sonde et 
Tacide nucleique de Techantillon. 

Des exemples de detection de la formation ou Tabsence de formation d'un 
complexe d' hybridation entre ladite sonde et Tacide nucleique comprennent les 
techniques decrites ci-dessus, a savoir les techniques "DOT-BLOT", "SOUTHERN- 
BLOT" et "sandwich". 

Selon une mise en oeuvre particuliere de ce precede pour la determination de la 
presence ou F absence d'une espece Tropheryma whippelii, on utilise plusieurs sondes 
d'espece de I'invention, etant entendu que lesdites sondes sont capables de s'hybrider 
avec des regions non chevauchantes d'un acide nucleique correspondant au gene 
rpoB de Tropheryma whippeliL 

De maniere avantageuse, une sonde d'espece est immobilisee sur un support 
solide, et une autre sonde d'espece est marquee avec un agent marqueur. 

Une autre application d'un oligonucleotide de I'invention est son utilisation 
comme amorce nucleotidique comprenant un oligonucleotide monocatenaire choisi 
parmi les oligonucleotides ayant une sequence d'au moins 12 motifs nucleotidiques 
incluse dans I'une des sequences SEQ ID N°4 et 5, qui est utilisabie dans la synthese 
d'un acide nucleique en presence d'une polymerase par un procede connu en soi, 
notamment dans des methodes d'amplification utilisant une telle synthese en presence 
d'une polymerase (PGR, RT-PCR, etc.). En particulier, une amorce de I'invention peut 
etre utilisee pour la transcription inverse specifique d'une sequence d'ARN messager 
de Tropheryma whippelii pour obtenir une sequence d'ADN complementaire 
correspondante. Une telle transcription inverse peut constituer le premier stade de la 
technique RT-PCR, le stade suivant etant I'amplification par PGR de I'ADN 
complementaire obtenu. On peut egalement utiliser les amorces de i' invention pour 
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{'amplification specifique par reaction de polymerisation en chaine de ta sequence 
totaie de I'ADN du gene rpoB du Tropheryma whippelii. 

Selon un cas particulier, ladite amorce comprenant un oligonucleotide de 
rinvention comprend en outre la sequence sens ou anti-sens d'un promoteur reconnu 
par una ARN polymerase (promoteurs T7, T3, SP6 par exemple [Studier FW, BA 
Moffatt (1986) J. Mol. Biol. 189:113]: de telles amorces sont utilisables dans des 
procedes d' amplification d'acide nucieique faisant intervenir une etape de 
transcription, tels que, par exemple, les techniques NASBA ou 3SR [Van Gemen B. et 
al. Abstract MA 1091 , 7^^ international Conference on AIDS (1991) Florence, Italy]. 

Un autre objet de invention est une amorce nucleotidique comprenant un 
oligonucleotide monocatenaire choisi parmi les oligonucleotides ayant une sequence 
d'au moins 12 motifs nucleotidiques consecutifs incluse dans i'une des sequences 
SEQ ID n°4 a SEQ ID N^'S qui est utiiisable pour le sequengage total ou partial du 
gene rpoSd'une souche quelconque de Tropheryma whippelii En particulier, ramorce 
nucleotidique est utiiisable pour le sequengage d'un acide nucieique amplifie. Le 
sequengage est Tobtention de la sequence totaie ou partielle du gene ropB par un 
precede connu en sol, polymerisation absortive utilisant des di-deoxynucieotides 
[Sanger F., Coulson A.R. (1975) J. Mol. Biol. 94:441] ou hybridations multiples utilisant 
les puces a ADN. 

De preference, dans une utilisation comme amorce ou pour le sequengage des 
genes rpoB, on utilise les sequences SEQ. ID N"" 4 et 5. 

Enfin, un dernier objet de rinvention est une sonde de therapie genique pour 
trailer les infections provoquees par une souche de Tropheryma whippelii, ladite sonde 
comprenant un oligonucleotide tel que defini precedemment. Cette sonde de therapie 
genique, capable de s'hybrider sur TARN messager et/ou sur TADN genomique 
desdites bacteries, peut bloquer les phenomenes de traduction et/ou de transcription 
et/ou de replication. 

Le principe des methodes de therapie genique est connu et repose notamment 
sur r utilisation d'une sonde correspondant a un brin anti-sens : la formation d'un 
hybride entre la sonde et le brin sens est capable de perturber au moins Tune des 
etapes du decryptage de 1' information genetique. Les sondes de therapie genique sont 
done utilisables comme medicaments antibacteriens, permettant de lutter centre les 
infections causees par des spirochetes. 
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L'invention sera mieux comprise a I'aide de I'expose ci-apres, divise en 
examples, qui concernent des experiences effectuees dans le but . de realiser 
l'invention, et qui sent donnees a titre purement illustratif. 

Les figures 1 a 4 sont des photographies de gel d'electrophorese. 

La figure 1 represente le profit proteique sur SDS-PAGE de Tropheryma 
whippe/ii. 

La figure 2 represente le profil antigenique de Tropheryma whippelii obtenu 
par Western Blot. 

Ligne 1 = serum de souris immunise. 
Ligne 2 = serum de lapin immunise. 
Ligne 3 = serum de patient (IgG + IgM). 
Ligne 4 = anticorps monoclonal 1 . 
Ligne 5 = anticorps monoclonal 2. 
Ligne 6 = anticorps monoclonal 3. 
Ligne 7 = anticorps monoclonal 4. 

La figure 3 represente un Western Blot realise sur la souche TWIST 
N° 1-2202 avec un serum de patient atteint de la maladie de Whipple avec detection 
d'IgM. 

La figure 4 represente la visualisation du produit d'amplification du gene rpoB 
de Tropheryma whippelii avec des amorces SEQ ID N°1 et 2 apres coloration par le 
bromure d'ethidium. 

Ligne 1 : Tropheryma whippe/ii 

Ligne 2 : Nocardia otitidiscaviarum 

Ligne 3 : Mycobacterium tuberculosis 

Ligne 4 : Staphylococcus epidermidis 

Ligne 5 : Corynebacterium amycolatum 

Ligne 6 : Mycobacterium avium 

Ligne 7 : Escherichia coli 

Ligne 8 : H20 

Ligne 9 : H20 

Exemple 1 : Primoisolement de ta bacterie 

Le primoisolement a ete realise par la technique de centrifugation sur tubes 
bijoux inocuies avec une lignee de fibroblastes humains HEL disponibie aupres de 
I'ATCC. Les cellules HEL sont cultivees sur du milieu MEM (Gibco) additionne de 10 % 
de serum de veau foetal (Gibco) et de 2 mM de L-glutamine (Gibco). Les tubes bijoux 
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(Sterilin-Felthan-England, 3,7 ml) comportant une lamelle support de 12 mm de 
diametre sont inocules avec 1 ml de milieu de culture contenant environ 50 000 
cellules et incubes a SJ^'C pendant 3 jours sous 5 % de CO2 de fagon a obtenir un 
tapis de cellules confluantes. La valve cardiaque etudlee a ete broyee dans du milieu 
5 MEM, et la suspension a ete utilisee pour inoculer les 3 tubes bijoux. Ces tubes ont 
ensuite ete centrifuges a 700 g pendant 1 heure a 22°C. Le surnageant a ensuite ete 
retire, les tapis ont ete laves deux fois par du tampon PBS sterile, puis incubes avec 1 
mi de milieu a 37°C sous 5 % de CO2. Le suivi des cultures a ete realise par 
cytocentrlfugation de 100 pi du surnageant des tubes bijoux et coloration de Gimenez. 

10 Cette procedure a ete repetee a 10, 20 et 30 jours. Au bout de 30 jours le surnageant 
et ie tapis de cellules des tubes bijoux ont ete recoites et repiques sur un tapis 
cellulaire confluent dans une boite de culture de 25 cm^ (boTte I) avec 15 ml de milieu 
de culture et incubees a 37°C sous 5 % de CO2. Chaque semaine toutes les 6 
semaines suivantes (J72). le tapis cellulaire a ete examine a I'aide d'un microscope 

] 5 inverse a la recherche d'un eff et cytopathogene et ie milieu de culture a ete remplace 
par du milieu frais. Avant de changer le milieu, 200 pi de surnageant ont ete utilises 
pour reaiiser une cytocentrlfugation coioree par une coioration de Gimenez, 

Aucun effet cytopathogene n'a ete detecte avant le 65^""^ jour. Au 72^""® jour, 
I'examen du tapis cellulaire en microscopie inverse a permis de detecter de petites 

20 inclusions sombres et irregulieres dans les cellules HEL. Sur la coloration de Gimenez 
de la cytocentrifugation du surnageant de la boite I plusieurs bacilles fins ont ete 
detectes, la plupart en localisation intracellulaire ou iis apparaissent plus petits que les 
extracellulalres. Neanmoins, la plupart etaient mat ou non colores par la coloration de 
Gimenez et apparaissaient bleu pale. A la coloration de Gram de nombreux bacilles 

25 ont ete aussi detectes. La plupart apparaissaient Gram positif mais plusieurs n'etaient 
que partiellement violet ou apparaissaient Gram negatif. A la coloration de Ziehl ces 
bacilles ne sont pas acido-alcoolo resistants. A la coloration par le PAS. les bacilles 
PAS positif apparaissaient plus nombreux que sur les colorations precedentes. La 
plupart des longs bacilles fins sont observables en localisation extracellulaire. Les 

30 cellules HEL apparaissent remplies de conglomerats PAS positif et de courts et fins 
bacilles PAS positif. 

Example 2 : Propagation de I'isolat 

Toute la procedure de propagation a ete realisee sur des cellules HEL 
cultivees sur du milieu MEM additionne de 10 % de serum de veau foetal et de 
35 2 mM de L-glutamine et incubees a 37°C sous 5% de CO2. Au 75^""^ jour 3 ml de 
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surnageant de \a boite I ont ete utilises pour inoculer 10 tubes bijoux par la methode 
decrite precedemment et 2 ml de surnageant ont ete utilises pour inoculer un tapis 
cellulaire confluent dans une boite de culture de 25 cm^ (boite A) avec 15 mi de milieu. 
Les cellules de la boite I ainsi que le reste du surnageant ont ete recoltes permettant 
d'obtenir 10 ml de suspension. Cette suspension a ensuite ete divisee en 5 aliquots de 
2 ml. Un des aliquots a ete congele dans de I'azote liquide. Un aliquot a ete inocule sur 
un tapis cellulaire confluent dans une boite de culture de 25 cm^ (boite B) avec 1 5 ml 
de milieu. Les cellules d'un aliquot ont ete lysees par 4 cycles de congelation- 
decongelation utilisant de I'azote liquide et de I'eau chaude (55^C) puis inocuiees sur 
un tapis cellulaire confluent dans une boite de culture de 25 cm^ (boite C) avec 15 ml 
de milieu. Un aliquot a ete inocule dans une boite de culture sans tapis cellulaire de 25 
cm^ (boite D) avec 15 ml de milieu. Au 85^""^ jour, le milieu de toutes les boites et des 
tubes bijoux a ete remplace par du milieu frais. Les cellules ont ete recoltees et 
inocuiees dans une boite de culture de 75 cm^ (boite D2) avec 30 ml de milieu. Avant 
de changer le milieu, 200 pi de surnageant ont ete utilises pour realiser une 
cytocentrifugation coloree par une coloration par le PAS et le reste du surnageant a 
ete congele en vue d'etre utilise comme antigens pour la serologie. Au 95^""^ et au 
105®""® jours, le milieu de toutes les boites et des tubes bijoux a ete change comme 
decrit precedemment. Des petites portions de tapis cellulaire ont ete grattees afin de 
realiser des frottis de cellules en vue d'une coloration par le PAS. L'efficacite de la 
propagation de la souche a ete realisee par une evaluation semi-quantitative. La 
presence de baciiles PAS positif a ete evaiuee microscopiquement en utilisant un 
grossissement X1000 de la fa9on suivante : 0, absence ; +, presents mais difficiles a 
trouver ; ++, faciles a trouver mais non presents dans tous *es champs ; presents 
dans tous les champs. Ces evaluations ont ete reaiisees a I'aveugle. 

Toutes les methodes de propagation se sont averees efficaces puisque toutes 
ont permis de retrouver I'isolat apres 30 jours de sous-culture (Tableau 1). L'evaluation 
semi-quantitative a permis d'observer que les procedures les plus efficaces sont le 
repiquage en tube bijoux, la sous-culture de surnageant (boite A), et le repiquage de 
cellules (boites D, D2). 
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Tableau 1 







Tube 
bijoux 


Boite A 


Boite B 


Boite C 


Boite D 


Boite D2 


Jour 10 


Surnageant 


+ 








+ 


NF 


Jour 20 


Surnageant 


+ 








NF 






Frottis cellulaire 


NF 


+ 


+ 




NF 




Jour 30 


Surnageant 


+++ 


+4-+ 






NF 






Frottis cellulaire 


NF 


•+"+- 






NF 





NF : non fait 



Exemple 3 : Detection par immunofiuorescence 

La detection de bacteries intracellulaires a ete reaMsee au 105^""^ jour 
directement dans un tube bijoux par immunofluorescence, Apres fixation par Tacetone, 
le tube a ete rince deux fois au PBS. 100 pi du serum du patient dilue au 1:50 avec du 
PBS avec 3 % de lait ecreme en poudre ont ete ajoutes et le tube a ete incube en 
chambre humide a 37°C pendant 30 mn. Apres 3 ringages au PBS le tube a ete incube 
pendant 30 mn a 37°C avec 100 pi d'immunogiobuline de chevre anti-humaine 
marquee a I'isothiocyanate de fluoresceine (Fiuoline H. Biomerieux. Marcy rEtoiie. 
France) diluee au 1 :200 avec du PBS additionne de 0.2 % de bleu d'Evans. Apres 3 
rin9ages au PBS la iamelle a ete montee (cellules vers le bas) en glycerine tamponnee 
(pH 8) et examinee avec un grossissement X400 a i'aide d'un microscope a 
fluorescence Zeiss et d'un microscope confocal (LEICA DMIRBE) equipe d'un objectif 
X100 (NA. 1 .4) a immersion. 

L'examen en immunofluorescence montre que la coloration par le PAS ainsi 
que les autres colorations sous evaiuent I'infection cellulaire. Sur la iamelle apres 30 
jours de sous-culture toutes les cellules sont rempiies par I'antigene bacterien. L'etude 
en microscopie confocaie confirme la localisation intracellulaire de la bacterie. 
Plusieurs bacteries sont detectees isolement sous formes de fins bacilles ressemblant 
a ceux observes par la coloration PAS. Neanmoins, la plupart du materiel 
immunopositif correspond a de plus grosses inclusions ou il est impossible 
d'indtvidualiser des bacteries. II n'est pas detecte de materiel immunopositif dans le 
noyau des cellules. 

Exemple 4 : Microscopie electronique 

Au 105®""^ jour, 300 |jl d'une solution contenant les cellules recoltees dans la 
boite D2 ont ete prepares pour l'etude en microscopie electronique. Les cellules ont 
ete fixees dans une solution de glutaraldehyde a 2,5 % en tampon cacodylate OJ M 
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contenant 0,1 M de sucrose pendant 1 h a 4^C, Les cellules ont ete rincees une nuit 
dans le meme tampon puis fixees 1 h a temperature mbiante dans du tetraoxyde 
d'osmium en tamon cacodyiate 0,1 M. La deshydratation a ete reaiisee par rin^ages 
successifs dans des solutions d'ethanol de concentrations croissantes. Les cellules ont 
ensuite ete inciuses en blocs d'Epon 812. De fines sections ont ensuite ete coupees a 
partir des blocs a I'aide d'un microtome LKB Ultratome III puis colorees par une 
solution saturee d'acetate d'uranyle dans le methanol et une solution aqueuse de 
citrate de plomb avant examen sur un microscope eiectronique Jeol JEM 1200 EX. 

L'etude en microscopie eiectronique confirme que les inclusions PAS positif et 
le materiel immunopositif correspondent a des bacteries intactes ou en voie de 
degradation. La membrane cytoplasmique de ces bacteries est composee de deux 
couches denses aux electrons. La fine paroi bacterienne est parfois recouverte d'une 
pseudo-membrane externe qui donne un aspect trilamellaire. Des bacteries en cours 
de division sont observees. 

Exemple 5 : Production d'anticorps polyclonaux par la souris contre la 
bacterie responsable de la maladie Whipple 

Une souris de la souche Balb C a ete injectee de fagon intraperitoneaie avec 
0,5 ml de surnageant contenant 104 bacteries responsables de la maladie de Whipple. 
La souris a ete ensuite reinjectee 1, 2 et 3 semaines apres avec 0,5 ml de la meme 
suspension. La souris a ete saignee 1 semaine apres cette derniere inoculation. Le 
serum a ete teste d'une part contre la bacterie responsable de la maladie de Whipple 
en culture et d'autre part sur la valve d'un patient atteint de la maladie de Whipple, une 
fois par immunofluorescence et une fois par immunoperoxydase. Les anticorps 
revelateurs etaient des anticorps anti-souris marques a la fluoresceine ou marques a 
rimmunoperoxydase (fournis par la societe Immunotech). 

Les bacteries ont pu etre visualisees a I'interieur des cellules La presente 
demande concerne done aussi la detection directe de la bacterie responsable de la 
maladie de Whipple dans les biopsies et les differents preievements par exemple : 
valve cardiaque, biopsie digestive, ou biopsie de tout autre organe suspecte d'etre 
infecte par la bacterie responsable de la maladie de Whipple. 

Exemple 6 : Production et utilisation des anticorps monoclonaux aux 
produits contre Tropheryma whippelii souche Twist-Marseille et determination 
d'antigenes. 

Materiel et Methodes 
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Souche de Tropheryma whippelii. La souche de Tropheryma whippelii utilisee 
pour produire et screener les hybridomes et tester la specificite des anticorps 
monocionaux (Mabs) est la souche TWIST-Marseille deposee a ia CNCM N° 1-2202. 
Tropheryma whippelii a ete cultivee sur fibroblastes humains embryonnaires (HEL) 
dans ies conditions de culture prealablement decrites. Au 75^""^ jour, les cellules 
infectees d'une flasque ont ete prelevees centrifugees 10 minutes a 4.000 g. Le culot 
de centrifugation a ensuite ete rennis en suspension dans 5 ml de PBS. 0,5 ml de cette 
suspension a ete inocule a cheque souris. Les bacteries ont egalement ete purifiees 
par gradient de renograffine et remises en suspension dans de Teau desionisee pour 
le SDS-PAGE ou du PBS pour la micro-immunofluorescence (MIF). 

Production d'anticorps monocionaux (Mabs). Des souris BALB/C femeiies de 
six semaines ont ete inoculees trois fois a 7 jours d'intervalle par injection intra- 
peritoneale de 0.5 ml de suspension de Tropheryma whippelii TWIST-Marseille N° I- 
2202 dans du PBS. Une semaine apres la derniere des 3 injections, les souris ont regu 
une dose de rappel en IV de 0.1 ml de Tropheryma whippelii en suspension dans du 
PBS. Trois jours plus tard, la rate des souris immunisees a ete prelevee et les cellules 
spleniques ont ete fusionnees avec des cellules myelomateuses SP2/G-Ag14 (10: 1) 
en utiiisant du polyethylene glycol a 50% (poids moleculaire : 1.300-1.600; Sigma 
Chemical Co., St Louis, Mo). Les cellules fusionnees ont ete cultivees dans un milieu 
de culture pour hybridome (Seromed. Berlin, Germany) supplements de 20% de 
serum de veau foetal (Gibco BRL) et d'hypoxanthine aminopterin-thymidine (Sigma 
Chemical CO., St Louis, Mo). A 37°C dans une atmosphere humide enrichie de 5% en 
C02. 

La presence d'anticorps anti-T. whippelii dans le surnageant a detectee par 
MIF. Les hybridomes positifs ont ete sous cultives pour la production d'ascite. Les 
isotypes des Mabs ont ete determines a Taide du kit immune Type Mouse Monoclonal 
Antibody Isotyping Kit (SIGMA) contenant des antiserums de souris IgM IgA lgG1 
lgG2a lgG2b et IgGS (Sigma). La specificite de Mabs a ete teste par western blot. Une 
semaine apres injection intraperitoneale aux souris de 0.5 ml de pristane (2, 62 10. 14 
- tetramethypendecane ; Sigma), les anticorps en ascite ont ete produits par injection 
intraperitoneale de 3x10^ hybridomes en suspension dans 0.5 ml de PBS. 

Micro-lmmunofluorescence (MIF), La MIF a ete utilisee pour le screening des 
hybridomes et pour determiner la specificite des Mabs. Les antigenes constitues par 
des cultures de Tropheryma whippelii ont ete deposes sur des lames a 24 puits a 
i'aide d'une plume. Apres fixation au methanol pendant 10 minutes a temperature 



wo 00/58440 



2] 



PCT/FROO/00754 



0 



ambiante, les Mabs ont ete deposes et incubes en chambre humide a 37=C pendant 
30 minutes. Les lames ont ensuite ete rincees deux fois 5 minutes en PBS.puis dans 
de I'eau distillee. sechees a I'air puis incubees pendant 30 minutes a 37°C a I'aide 
d'anticorps de chevre anti-IgM et anti IgG de souris conjuguees a de la fluoresceins, 
5 dilues au 1/200 dans du PBS contenant 0.2% de bleu Evans (BioMerieux, Marcy 
I'Etoile, France). Apres ringage, les lames ont ete montees a I'aide de Fluorep 
(BioMerieux) puis ete lues au grossissement x400 d'un microscope a fluorescence 
(Axioskop 20 ; Carl Zeiss, Gottinge, Germany). Les serums des souris immunisees ont 
ete utilises comme controle positif et les serums des souris saines comme controie 
1 0 negatif. 

Pour detecter les anticorps anti- Tropheryma whippelii dans le serum des 
patients atteints de maladie de Whipple, la MIF a ete realisee sur lames Labtech 
[Raoult D. et al. N. Engl. J. Med., 2000]. Les serums ont ete dilues au 1 :50, i noo, 
1 :200, 1 :400 et 1 :800. 

5 SDS-PAGE et Western blot. Le SDS-PAGE et le western blot ont ete realises 

selon la methode de Laemmii modifiee par I' utilisation de gel separateur a 12% de 
polyacrylamide et de gel de transfert a 5%. Une suspension de Tropheryma whippelii 
contenant 4 mg de proteine/mL en tampon (0.0625 M Tris Hydrochlroride [pH8.0], 2% 
SDS, 5% 2-mercaptoehtanol 10% de glycerol, 0.02% de bleue de bromophenol) a ete 
chauffee a 100°C pendant 5 minutes. Les antigenes dissous ont ete separes par 
electrophorese en gel avec une intensite constante de 8 a 10 mA pendant 3 a 4 
heures dans une cuve d'electrophorese (Mini Protein II : Bio Rad, Richmond, Caiif) 
(tampon de migration: 25 mIM Tris, 192 mM glycine. 0.1% SDS). La taille des 
proteines a ete determinee par comparaison a un marqueur de poids peptidique (Low 
Rang : Bio Rad). Les antigenes ainsi separes ont ete transferes sur une membrane de 
nitrocellulose (pores de 0.45 pm) a I'aide d'un tampon de transfert (2.5mM Tris, 
192mM glycline, 20% methanol) sous un courant de 50 V pendant 1 heure a +4°C 
dans une cuve de Western Blot (Mini Trans-Blot ; Bio Rad). Apres le transfert, les 
membranes de nitrocellulose ont ete incubees toute la nuit avec une solution de 5% de 
lait ecreme pour bloquer les sites de fixation non specifiques. Les membranes ont 
alors ete lavees 3 fois en PBS puis sechees a I'air. Elles ont alors ete incubees avec le 
surnageant des hybridomes dilues au 1 :4 ou le serum des patients dilue au 1 :100 
dans du PBS additionne de 3% de lait a temperature ambiante pendant 1 heure puis 
lavees comme decrit ci-dessus. Les membranes ont ensuite ete incubees a 
temperature ambiante pendant 1 heure avec un fragment F (ab')2 d'anticorps de 
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chevre anti-igG de souris conjugue a de la peroxydase (Heavy and light chains : 
AffiniPure ; Jackson InnnnunoResearch) dilue au 1 :500 dans du PBS additionne de 3% 
de lait ecreme. puis iavees dans du PBS. La presence d'anticorps specifiques a ete 
relevee par la presence d'une activite peroxydase grace au substrat 4chioro-1-naphtoL 

Tests en aveugle des Mabs. La specificite des anticorps monoclonaux ont ete 
evaiues en aveugle sur 19 bacteries par MIF : 12 especes de Bartonella: 5 B. 
quintana, B. henselae Marseille, B. henselae Houston, B. Vinsonii Baker, B, 
elizabethae, B. graham/i, B. doshiae, B, taylorii, Coxiella burnetii Nine Mile and 6 
souches variees isolees dans notre laboratoire a partir d'echantillons cliniques, dont 
Listeria monocytogenes. Staphylococcus aureus, Streptococcus bovis, Mycobacterium 
avium, CorynebacterJum ANF group, Actinomyces mayenl Apres suspension dans du 
PBS et depot sur des lames a puits, la reactivite des Mabs avec les bacteries a ete 
estimee par MIF comme decrit ci-dessus avec du liquide d'ascite diiue au 1 :100. 

Patients. 15 patients ont ete testes: 8 patients de maladie de Whipple a 
localisation digestive uniquement, dont le diagnostic avait ete fait par histologic et/ou 
amplification de T. whippelii par PGR dans des biopsies digestives ; 7 patients atteints 
d'endocardite a T. whippelii par PGR dans des biopsies valvuiaires. 

Souris et lapins, 5 souris et 1 lapin ont ete inoculee avec une suspension de T. 
whippelii afin de determiner quels seraient les antigenes reconnus par la reponse 
anticorps. 

Resultats. 

Profits de SDS-PAGE (Fig 1). Le SDS-PAGE de T. whippelii a revele plus 
particulierement 7 bandes principales a : 10, 20, 80, 120, 150, 170, 200 kDA. 

Production des Mabs. Le surnageant de 4 hybridomes a ete teste par MIF. 
Quatre hybridomes se sont reveles specifiques de T, Whippelii, Un hybridome a ete 
depose a la GNGM de I'lnstitut Pasteur 25 rue du Docteur Roux PARIS 75724 sous le 
n° 1-2411 et la reference d' identification TW 17G2. 

Tests serologiques realises chez les patients. 13 des 15 patients testes 
(86.7%) ont presente une serologie positive, avec un taux d'IgM >1 :100. Le profil 
antigenique observe en Western Blot a revele une reactivite avec plusieurs bandes 
dont une bande majeure de 200 kDA en IgG (Figure #2). En IgM plusieurs profils 
proteiques sont reperes dont une reactivite centre des proteines de 100, 60, 50 et 35 
kDA (figure #3), 

Tests serologiques realises chez les souris et lapin immunises. Les souris et le 
lapin immunises ont presente une serologie positive, avec un taux d'IgM > 1 :100. Le 
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profii antigenique observe en western blot a revele une reactivite differente entre 
souris et lapin et differente de celle observee chez les patients. En revanche, une 
reactivite majeure a ete observee avec une bande de 200 kDA. 

Caracterisation des Mabs (Fig 2). Les 4 Mabs ont presente une reactivite 
specifique pour un antigene de 200 kDA, deja mis en evidence sur les western blot 
des patients, souris et lapin. Tous ont ete identifies comme des IgM. L'antigene 
reconnu a ete detruit par action de la proteinase K, montrant qu'ii s'agit d'une proteine. 

Tests des Mabs en aveugle. Uascite des 4 hybridomes n'a reagi qu'avec 7. 
whippelli. 

Exempie 7 : Sequence du gene rpoB de Tropheryma whippeliL 

La sequence du gene rpoB de Tropheryma whippelli a ete determinee par 
amplification enzymatique et sequengage automatique direct utilisant des amorces 
consensus. 

Les amorces consensus utilisees avaient pour sequence 

SEQ ID n" 1 = 5'-TIA TGG Gil CIA AIA TGC A-3' 

SEQ ID n°2 = 5'-GCC CAI CAT TCC ATI TCI CC-3' (I = Inosine) 

On a incorpore de I'ADN extrait de la souche Tropheryma whippelii Twist- 
Marseille CNCM I 2202 par lyse mecanique et chimique (Fast-Prep Bio 101) dans les 
conditions experimentaies suivantes : 35 cycles d'ampiification, cheque cycle 
comportant une denaturation de l*ADN a 94°C pendant 30 sec, une hybridation initiale 
des amorces a 50°C pendant 30 sec. comportant un « ramping » descendant de 0,1 °C 
par cycle, puis une elongation a 72°C pendant 60 sec. 

Les sequences SEQ ID N° 1 et SEQ ID N° 2 ont ete determinees par 
Taiignement des sequences peptidiques deposees dans GenBank sous les numeros 
d'acces suivants pour les bacteries suivantes : Bacillus subtilis, L43593, Bartonella 
henselae, AF171070, Borrelia burgdorferi, AE001144, Buchnera aphidico/a, Z11913, 
Chlamydia pneumoniae, AE001593, Chlamydia trachomatis, AE001304, Coxiella 
burnetti, U 86688, Escherichia coli, U76222, Haemophilus influenzae, U32733, 
Helicobacter pylori, E000625, Legionella pneumophila, AF087812, Mycobacterium 
leprae, Z14314, Mycobacterium smegmatis, U24494, Mycobacterium tuberculosis, 
L27989, Mycoplasma gallisepticum, L38402, Mycoplasma genitalium, U39715, 
Mycoplasma pneumoniae, AE000030, Neisseria meningitidis, Z54353, Pseudomonas 
putida, X 15849, Rickettsia prowazekii, AF034531, Rickettsia typhi, P77941, 
Salmonella enterica Typhimurium, X04642, Spiroplasma citri, U25815, Staphylococcus 
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aureus. U970062, Synechocystis spp., D90905, Thermotoga maritima, X72695, 
Treponema pallidum, AE001205 et Human Granulocytic Ehrlichiosis agent, AF237414. 

Les sequences SEQ ID N° 1 et 2 ont ete choisies en selectionnant celles qui 
etaient les plus conservees, avec pour hypothese qu'elles etaient aussi presentes 
dans Tropheryma whippelii. 

La sequence partielle du gene rpoB de Tropheryma whippelii (GenBank 
accessionnumber AF 243072) qui correspond a SEQ ID N° 3, obtenue a I'aide des 
amorces SEQ ID N° 1 et N° 2, est la suivante : 

BASE 157 a 117 c 176 g 150 1 12autres 

1 AAGTCCCCNG GACGGNANAG GNATGGAGNG GTATGTANCG 
ATCGATGCGG GTGATGTTTT. 

61 AATTGCCNAG GATCCGGGCA TTGTGGGGGA TGTTTCCGCT 
GATGTTGTCA CTGTCANNCA. 

121 GGATGACGGG AAACATCGCG ACTACCATGT TGGTAAATTT 
GTTCGTTCAA ATCAGGGCAA. 

181 CTGTTACAAC CAGCNAGTTG TGGTCCGATC CGGAGATCGT 
GTATAAAAAG GTACAGTTCT. 

241 TGCACATGGT CCATGTACTG ACAAAGGTGA GCTTAGTCTT 
GGTAGAAATC TTCTGGTTGC. 

301 TTTCATGCCC TGGGAGGGCT ATAACTTTGA GGATGCGATA 
ATTATCAGCC AGAATTTGGT. 

361 CAAGGACGAC ACCCTTTCNT CAATCCACAT AGAAGAACAT 
GAGGTTAGCA CCCGGGATAC. 

421 GAAGCTGGGC AGTGANAGAA ATAACGCGAG ACCTTCCGAA 
TGTAAGCATG GATTACATAA. 

481 AGGACTTGGA CGAACGGGGT ATTATCCGGA TTGGCGCTGA 
GGTTGGCCCT GGGGACATTT. 

541 TGGTTGGTAA GGTGACCCCA AAGGGCGAAG ACCGAACTCA 
ACGCGGAAGA ACGTTTGCTG. 

601 AGGGCTATCT TT. 

Example 8 : Detection specif ique du gene rpoB de Tropheryma whippelii. 

Des sequences specifiques a Tropheryma whippelii suivantes sent ete 
selectionnees dans le fragment SEQ ID N° 3 ; 

SEQ ID N° 4 : 5'-GCA TTG TGG GGG ATG TTT-3' 
SEQ ID N° 5 : 5'-TTG GGG TCA OCT TAG CAA-3' 
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Elles ont ete choisies com me etant specif iques a Tropheryma whippelii par 
comparaison avec les sequences connues du gene rpoB des 28 bacteries repertoriees 
dans Gen Bank mentionnees ci-dessus. 

Exemple 9 : Amplification specif ique du gene rpoB de Tropheryma 
5 whippelii. 

Le gene rpoB de Tropheryma whippelii a ete amplifie par la technique PGR 
utilisant 35 cycles d'amplification comportant chacun une phase de denaturation de 
94°C pendant 30 secondes, una phase d' hybridation des amorces SEQ ID N"* 4 et 5 a 
52°C pendant 30 secondes et une phase d' elongation a 72''G pendant 90 secondes. 
10 Le produit d'amplification est visualise apres coloration par le bromure d'ethidium 
(figure 4). 

Les bacteries controles. a savoir l\/lycobactehum avium, Micobacterium 
Tuberculosis, Nocardia Otitidiscaviarum, Escherichia Coli, Staphylococus Eperdimilis, 
Corynebacterium Amycolatum, n*ont pas ete detectees, demontrant la specificite des 

1 5 amorces testees. 

Les sequences rpoB de ces especes controles deposees dans GenBank sous 
les numeros d'acces suivants : Mycobacterium avium ATCC 25291, AF060336 ; 
Mycobacterium tuberculosis U 12205, Escherichia coli K-12, U77436 ont ete choisies 
du fait de leur proximite genetique avec Tropheryma whippelii ou du fait de leur 

20 occurrence comme contaminant possible des prelevements ciiniques soumis pour 
detection de Tropheryma whippelii. 
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REVENDICATIONS 

1. Bacterie Tropheryma whippelii responsable de la maladie de Whipple isolee et 
etablie en culture. 

2. Bacterie selon la revendication 1. obtenue a partir d'une culture de cellules de 
fibroblaste humain apres au moins 2 mois d' incubation, dans un milieu de culture 
a base de MEM. 

3. Bacterie selon la revendication 1 ou 2, caracterisee en ce qu'elle est deposee a la 
CNCM de rinstitut Pasteur sous le numero 1-2202. 

4. Antigene d'une bacterie selon i'une des revendications 1 a 3. 

5. Antigene selon la revendication 4, caracterise en ce qu'il s'agit d'une proteine 
choisie parmi les proteines de poids moleculaire d'environ 10, 20, 35, 50, 60, 80, 
100, 120, 150, 170 et 200 kD determines par electrophorese sur gel de 
polyacrylamide selon la technique SDS-PAGE et par Western Blot. 

6. Anticorps specifique dresse contre la bacterie ou un antigene de la bacterie selon 
I'une des revendications 1 a 5. 

7. Anticorps suivant la revendication 6. caracterise en ce qu'il s'agit d'un anticorps 
polyclonal d'origine animale, de preference une imuno globuline de souris. 

8. Anticorps sefon la revendication 6. caracterise en ce qu'il s'agit d'un anticorps 
monoclonal. 

9. Anticorps selon la revendication 8, caracterise en ce qu'il s'agit d'un anticorps 
monoclonal produit par un hybridome depose a la CNCM de I'lnstitut Pasteur sous 
le numero d'enregistrement 1-241 1 . 

10. Antigene selon la revendication 5, caracterise en ce qu'il s'agit d'une proteine de 
200 kD reagissant avec un anticorps selon la revendication 9. 



ou un 



11. Utilisation d'une bacterie selon I'une quelconque des revendications 1 a 3 

antigene suivant les revendications 4, 5 ou 10 pour le diagnostic in vitro de 
maladies liees a des infections par la bacterie Tropheryma whippelii. 
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12. Utilisation d'un anticorps selon I'une des revendications 6 a 9, pour le diagnostic in 
vitro de la maladte liee a des infections parades bacteries Tropheryma whippelii, 

13. Methode pour le diagnostic serologique in vitro de la maladie de Whipple qui 
comprend les etapes consistant essentieilement a detecter une reaction 
immunologique entre un anticorps specif ique de la bacterie suivant Tune des 
revendications 6 a 9, et un antigene de ladite bacterie selon Tune des 
revendications 4, 5 et 10. 

14. Methode pour le diagnostic serologique in vitro selon la maladie de Whipple qui 
comprend i'etape consistant essentieilement a detecter une reaction 
immunologique entre un anticorps specifique d'une immunoglobuline humaine 
reconnaissant ladite bacterie selon Tune des revendications 1 a 3, et une dite 
immunoglobuline humaine reconnaissant ladite bacterie selon les revendications 1 
a 5. 

15. Methode de diagnostic serologique selon la revendication 14, qui comprend les 
etapes suivantes : 

- le depot dans ou sur un support solde de solution contenant la bacterie telle 
qu'elle est definie dans les revendications 1 a 3, 

- Tintroduction dans ou sur (edit support du serum ou du fluide biologique a tester, 

- rintroduction dans ou sur le support d*une solution d'un anticorps marque 
specifique d'une immunoglobuline humaine reconnaissant ladite bacterie, 

- Tobservation d'une periode d'incubation, 

- le ringage du support solide, et 

- la detection de ladite reaction immunologique. 

16. Trousse pour la detection in vitro de la maladie de Whipple selon la methode 
d^une des revendications 13 a 15 comprenant essentieilement comme 
composants : 

- une solution contenant la bacterie ou un antigene teis que definis dans les 
revendications 1 a 5 et 10, et/ou, 
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- une solution contenant au moins un anticorps seion rune des revendications 6 
a 9 et/ou, 

- une solution contenant au moins un anticorps specifique d'une 
immunoglobuline humaine reconnaissant ladite bacteria selon les 
revendications 1 a 3. 

17. Trousse suivant la revendication 16, caracterisee en ce qu'elle comprend au 
moins un anticorps specifique marque. 

18. Sequence totaie ou partielle du gene rpoB de la bacterie selon Tune des 
revendications 1 a 3. 

19. Fragment du gene rpoB selon la revendication 18, caracterise en ce qu'il presente 
la sequence nucleotidique SEQ ID n° 3. 

20. Oligonucleotique comprenant une sequence specifique du gene rpoB de la 
bacterie Tropheryma whippelil selon I'une des revendications 18 ou 19. 

21. Oligonucleotide monocatenaire selon la revendication 20 choisi parmi les 
oligonucleotides ayant une sequence d'au moins 12 motifs nucleotidiques 
consecutifs incluse dans I'une des sequences a SEQ ID N°4 et 5, et parmi les 
oligonucleotides complementaires de ces oligonucleotides. 

22. Oligonucleotide selon la revendication 20 ou 21, caracterise en ce qu'il consiste 
dans les sequences SEQ ID N'' 4 et 5. 

23. Sonde pour la detection, dans un echantillon biologique, de bacteries Tropheryma 
whippelii caractensee en ce qu'elle comprend un oligonucleotide selon rune des 
revendications 20 a 22. 

24. Procede de determination de la presence ou de {'absence d'une bacterie 
Tropheryma whippelii dans un echantillon contenant ou susceptible de contenir 
des acides nucleiques d'au moins un telle bacterie, caracterise en ce qu'on met 
en contact ledit echantillon avec au moins une sonde la revendication 23, puis on 
determine la formation ou I'absence de formation d'un complexe d'hybridation 
entre ladite sonde et I'acide nucleique de I'echantillon. 
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Amorce nucleotidique utilisable pour ia synthase du gene rpoB de Tropheryma 
whippeliien presence d'une polymerase, caracterisee en ce qu'elle comprend un 
oligonucleotide selon les revendications 20 a 22, de preference un oligonucleotide 
comprenant Tune des sequences SEQ ID N*" 4 et SEQ ID N° 5. 

Sonde de therapie genique, caracterisee en ce qu'elle comprend un 
oligonucleotide tel que defini a les revendications 20 a 22. 
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FIG.1 



FEUILLE DE REMPLACEIWENT (REGLE 26) 
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FIG.2 



FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26) 
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FIG.3 



FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26) 
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FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26) 
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tnatgggnnc naanatgca 
19 
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<211> 20 
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<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence 

artificielle : oligonucleotide 

<400> 2 

gcccancatt ccatntcncc 
21 
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<213> Tropheryma whippelii 
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<400> 3 

aagtccccng gacggnanag gnacggagng gtatgtancg atcgatgcgg gtgatgttLc 
6 0 

aattgccnag gatccgggca ttgtggggga tgtttccgct gatgtcgtca ctgtcannca 
120 

ggatgacggg aaacatcgcg acraccatgt tggtaaattt gttcgttcaa atcagggcaa 

ctgttacaac cagcnagttg tggtccgatc cggagatcgt gtataaaaag gtacagttct 

tgcacatggt ccatgtactg acaaaggtga gcttagtctt ggtagaaatc ttctggttgc 

tttcatgccc tgggagggct ataactttga ggatgcgata attatcagcc agaatttggt 
360 

caaggacgac accctttcnt caatccacat agaagaacat gaggttagca cccgggatac 

gaagctgggc agtganagaa ataacgcgag accttccgaa tgtaagcacg gattacataa 
480 

aggacttgga cgaacggggt atnacccgga ttggcgctga ggttggccct ggggacattt 

tggttggtaa ggtgacccca aagggcgaag accgaactca acgcggaaga acgtttgctg 
60 0 

agggctatct tt 
612 



<210> 4 
<211> 18 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la seouence 

artificielle : oligonucleotide 

<400> 4 

gcattgtggg ggatgttt 
18 



<210> 5 
<211> 18 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence 

artificielle : oligonucleotide 

<400> 5 

ttggggtcac cttaccaa 
18 
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